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Fiitterungsversuche mit vollstandig bis zu Aminosduren 
abgebautem Eiweifi und mit Ammonsaizen. 
Versuch, den Stickstoffbedarf des tierischen Organismus durch 
anorganische Stickstoffquellen zu decken. 

Von 
Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Marz 1912.) 


Es ist eine auffallende Tatsache, daf die Pflanzenzelle aus 
Kohlensaure und Wasser unter Mitwirkung von Chlorophyll und 
von Sonnenenergie die mannigfaltigsten, heterogensten Ver- 
bindungen aufbauen kann. Dieses einfachste Material kann offen- 
bar in der verschiedenartigsten Weise verarbeitet werden, wenn 
man nicht die ohne Zweifel etwas gezwungene Annahme machen 
will, dafi die Assimilation von Kohlenséiure und Wasser zunichst 
zu einem einheitlichen, stets gleich bleibenden Assimilationspro- 
dukt fiihrt, von dem aus dann all die mannigfaltigen Kohlenstoff- 
verbindungen des Pflanzenorganismus ihren Ursprung nehmen. 
Bei diesen gewaltigen synthetischen Leistungen des Pflanzen- 
organismus muf} es tiberraschen, dafi die Pflanzenzelle im all- 
gemeinen als Stickstoffquelle nur die héchst oxydierte Form 
verwenden kann. Der in Form von Ammoniak, Aminosiiuren 
u. dgl. gebotene Stickstoff bleibt wenigstens bei den hodher 
organisierten Pflanzen unbenutzt.!) Diese Beschrinkung auf 


') Versuche, Pflanzen (Lathyrus usw.) durch Einspritzen von Amino- 
siuren, Peptonen und Proteinen ohne weitere Stickstoffquelle zum Wachsen 
zu bringen, verliefen bis jetzt ohne eindeutige Resultate. Ebenso wenig 
gliickte es bis jetzt, den Keimlingen ihr Reservematerial durch das im 
Samen enthaltene, fermentativ abgebaute Material zu ersetzen. Wir ver- 
dauten z. B. Bohnen mit Magen-, Pankreas- und Darmsaft und versuchten 
dann Keime von Bohnen nach Wegnahme des grifiten Teils der Reserve- 
stoffe und Ersatz durch das Verdauungsprodukt zum Wachstum zu bringen. 
Die Versuche werden fortgesetzt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXVIII. 








2 Emil Abderhalden. 


eine ganz besondere Art der Stickstoffquelle mul einen be- 
slimmten, uns zurzeit noch unbekannten Grund haben. Bei 
manchen Mikroorganismen und einfacher gebauten Lebewesen 
finden wir im Gegensatz hierzu eine sehr grobe Unabhingig- 
keit von der Art der Stickstoffquelle. Wir kiénnen z. B. Asper- 
gillus niger mit Ammonsalzen, Aminosiiuren der mannigfachsten 
Art, mit Polypeptiden, Peptonen usw. fiittern, Er entwickelt sich 
stets qualitativ in der gleichen Weise, wenn nur gentigend Stick- 
stolf vorhanden ist und dieser durch Desaminierung schlieblich in 
Ammoniak tibergefiihrt werden kann. Von dieser einfachen Form 
aus beginnt dann die Kiweibsynthese. Aliphatische, aromatische 
und heterozyklische Aminosiiuren werden von diesen einfachen 
Lebewesen von Ammoniak und vorliiufig noch nicht genau be- 
kannten Kohlenstoffgeriisten aus gebildet. Die Annahme, dal 
niedere Organismen einfacher gebaute Zellbausteine besitzen, als 
die hOher organisierten, hat sich nicht bestiatigt. Wir finden bei 
den einfachsten Zellen schon Eiweif mit all den mannigfaltigen 
Bausteinen. .Jedenfalls sind diese Lebewesen, die von Ammoniak 
ausgehend ihren Stickstoffbedarf decken kdénnen, den chloro- 
phyllhaltigen Zellen in bezug auf die Eiweibbildung und den 
Stickstoffstoffwechsel tiberlegen, weil sie nicht in so engen 
Grenzen an ein ganz bestimmtes Stickstoffmaterial gebunden 
sind, wie die hoher organisierte Pflanze. 

Es ist ein reizvolles Problem, den Bedingungen nachzu- 
gehen, unter denen jede einzelne Organismenart ihren Stickstoff- 
bedarf deeken kann. Es unterliegt keinem Zweifel, dab da die 
feinsten Unterschiede bestehen. Wir wissen, daf in der Organis- 
menwelt eine Zellart fiir die andere die Existenzbedingung schaift 
oder auch vernichtet. Manche Bakterienart kann auf Eiweif ge- 
ziichtet werden, eine andere verlangt ganz bestimmt zusammenge- 
setzte Peptone, wieder anderen ist ein noch einfacher zusammen- 
cesetztes Material lieber, und schlieflich kennen wir Bakterien- 
arten, die einer anorganischen Stickstoffquelle bediirfen. 

Wir haben uns im Laufe unserer Versuche tiber den Er- 
satz der Nahrungsstoffe durch ihre einfachsten Bausteine immer 
wieder die Frage vorgelegt, ob die tierische Zelle, die ja in der 
Hauptsache aus Eiweib besteht, in bezug auf die Eiweibsynthese 
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Fitterungsversuche mit Ammonsalzen. » 


nicht ganz besondere Fiihigkeiten besitazt. Es wiire ja denkbar, 
dah die tierische Zelle in dieser Beziehung der Pilanzenzelle 
iiberlegen oder doch gleichgestellt ist. In der Pilanze iiber- 
wiegen die Kohlenhydrate. Ihre Bildung aus den einfachsten 
Grundstoffen scheint ganz der Pflanze reserviert zu sein, wenn 
nicht die Beobachtungen von Siegfried!) noch iiberraschende 
Resultate nach dieser Richtung bringen! 

Zuniichst priiften wir, ob die tierischen Zellen Amino- 
siiuren neu bilden kdnnen. Dureh die Fiitterungsversuche 
mit glykokollfreiem Casein ist die Neubildung von Glykokoll 
ziemlich sichergestellt. Sie ist bewiesen durch die Beobach- 
tungen Uber die Hippursiiurebildung bei Kingabe von Benzoé- 
siure.2) Beim Tryptophan sprechen alle Beobachtungen gegen 
eine Bildung im tierischen Organismus. Ebenso fiihren die zahl- 
reichen Versuche, Eiweil} durch Gelatine zu ersetzen, zum SchluB, 
dali die aromatischen Bausteine der Proteine unersetzbar sind. 

bis vor wenigen Jahren schien der EKiweilsto{fwechsel ein 
in sich abgeschlossener zu sein, bis der bestimmte Nachweis ge- 
lang, dafB Kohlenhydrate aus Proteinen hervorgehen kénnen. 
(Friedrich Miller, Lithje, Pfliger u. A.) Niemand dachte 
jedoch an Beziehungen der stickstofffreien Nahrungsstoffe zu 
den Eiweifstoffen in der Art, dah die ersteren Material zur 
Bildung von Aminosiiuren lrefern, bis Knoop und Kertess’*) 
bewiesen, dafi Benzylbrenztraubenséure im tierischen Organis- 
mus zu Phenyl-a-aminobuttersiiure aminiert werden kann. 
Kurz darauf berichteten E. Embden und Schmitz!) und ihre 

'y) Vel. hierzu Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiologischen 
Chemie, Aull. 2, 5. 325, 1909. 

*) Vel. hierzu Emil Abderhalden und Pau! Hirsch, Die Bildung 
von Glykokoll im tierischen Organismus. Diese Zeitschrift, Bd. 77, 1912. 
Hier findet sich auch weitere Literatur, 

‘) F. Knoop und Ernst Kertess, Das Verhalten von a-Amino- 
siuren und a-Ketosiiuren im Tierkérper. Diese Zeitschrift, Bd. 71, 5. 252. 


1911. 


4) Gustav Embden und Ernst Schmitz, Uber synthetische Bil- 
dung von Aminosiéuren in der Leber. I. Biochemische Zeitschrift, Bd. 38, 
S. 893, 1912. (1. Mitt. Ebenda, Bd. 29, S. 423. 1911): ferner Kura Kondo, 
Uber synthetische Aminosiurebildung in der Leber IIL. Ebenda, Bd. 38, 
S. 407, 1912. 
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Mitarbeiter tiber Versuche, die beweisen, da} die Leberzellen im- 
stande sind, aliphatische und aromatische a-Ketosauren in Amino- 
siiuren iiberzufiihren. Bei diesen Versuchen wurde eine asym- 
metrische Synthese beobachtet. Die gebildete Aminosiiure war 
optisch aktiv und zwar trat diejenige optisch aktive Form auf, 
die in den Proteinen enthalten ist, und ferner bildete sich immer 
die der durch die Leber geleiteten Ketosiure entsprechende 
Aminosiiure. Damit diirften wohl alle Zweifel tiber die Bildung 
von Aminosiiuren aus den entsprechenden Ketosiuren  be- 
seiligt sein. 

Ks bleibt nur noch zu beweisen, dab auch der Prefsaft 
der Leber und anderer Organe imstande ist, aus Ketoséuren 
die entsprechenden Aminosiéuren aufzubauen. Wir haben bereits 
Leberprebsaft auf Brenztraubenséure und brenztraubensaures 
Ammon wirken lassen. Im letzteren Falle erhielten wir bei An- 
wendung von 10g Brenztraubenséure als Ammonsalz und 
250 g Leberprebsaft +- 250 ccm Blut 0,75 g Alanin. Es wurde als 
B-Naphthalinsulfoverbindung abgeschieden. Das Produkt drehte 
in der berechneten Menge Kalilauge gelost 42,7° nach rechts, 
folglich lag nach den Bestimmungen von Forster und Fierz?) 
'-Alanin vor. Unser Befund ist somit nicht eindeutig. Er schlieft 
die Moglichkeit einer Bildung von dl-Alanin ohne Beteiligung der 
(iewebszellen ein. Bei der sekundiiren asymmetrischen Spaltung 
ist dann offenbar das in der Natur vorkommende d-Alanin des- 
aminiert worden, wiihrend |-Alanin tibrig blieb. Bei den Re- 
sultaten von Embden und Schmitz kommt diese Moglichkeit 
nicht in Betracht, weil sie stets die in der Natur vorkommende 
optisch aktive Komponente beobachteten. 

Die Feststellungen von Knoop, Embden und Schmitz 
und ihren Mitarbeitern wiirden an und fiir sich noch keinen 
direkten Beweils fiir die Fihigkeit der tierischen Zelle, Amino- 
siiuren von Grund aus neu zu bilden, liefern, denn die gemachten 
Beobachtungen setzen voraus, daf die entsprechende Ketoséure 
zugegen ist. Die Modglichkeit der Bildung von Ketosiiuren aus 


') Martin Onslow Forster und Hans Eduard Fierz, Die 
Triazogruppe. Teil V. Spaltung der a-Triazopropionsaure, Journal Chem. 
Soc., Bd. 93. S. 1859, 1908. 
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Futterungsversuche mit Ammonsalzen. 2) 


Kohlenhydraten und eventuell auch aus Fetten war noch zu er- 
bringen. Es schien zuniichst ein reversibler Prozel} vorzuliegen. 
Die schOnen Untersuchungen von Neubauer haben ergeben, dal 
ein sehr haufig und vielleicht allgemein eingeschlagener Weg 
beim Abbau von Aminosiuren tiber die entsprechende Ketoséure 
fiihnrt. Wiirde diese wieder aminiert, dann wire die urspriing- 
liche Aminosiiure restituiert. So interessant und wichtig somit 
die Beobachtungen von Knoop und Kertess, Embden und 
Schmitz an und fiir sich sind, so lassen sie doch einstweilen 
keine bestimmten Schliisse auf die Méglichkeit der Neubildung 
von Aminosduren im tierischen Organismus zu. 

Hanni Fellner') hat nun unter Leitung von Embden 
Versuche veroffentlicht, aus denen die Verfasserin den Schlul} 
zieht, dab Glykogen das Material zur Bildung von Alanin 
liefert. Es wire das der direkte Beweis der Bildung einer 
Aminosdure aus Kohlenhydraten und Ammoniak. Lassen sich 
diese Befunde verallgemeinern und durch eingehendere Unter- 
suchungen der auftretenden Zwischenprodukte liickenlos ge- 
stalten, dann stehen wir ohne Zweifel vor Ergebnissen, die 
zu einer weitgehenden Anderung unserer ganzen Anschauungen 
liber den Eiweib- resp. Stickstoffstoffwechsel fiihren werden. 
Ferner wird es moglich sein, neue Abbaustufen des Trauben- 
zuckers kennen zu lernen. ‘Die Beobachtung von H. Fellner 
macht es wahrscheinlich, dali die Brenztraubensiiure ein nor- 
males Abbauprodukt der Glukose ist. In diesem Zusammen- 
hange erhalten die wichtigen Beobachtungen von C. Neuberg?) 
und seinen Mitarbeitern tiber die leichte Vergirbarkeit dieser 
Ketoséure eine noch ganz besondere Bedeutung. 

Die Befunde von Knoop und Embden und Schmitz ver- 
anlaften mich aufs neue, bereits wiederholt in Angriff genommene 
Versuche iiber die Verwertung von Ammoniaksalzen im tierischen 
Organismus aufzunehmen. All diese teils mit Ammoniumearbonat., 


‘)} Hanni Fellner, Uber synthetische Bildung von Aminosiiuren 
in der Leber IV. Biochemische Zeitschrift, Bd. 38, S. 414, 1912. 

2) C, Neuberg und A. Hildesheimer, Uber zuckerfreie Hefe- 
girungen. I. Biochemische Zeitschrift, Bd. 81, 5.170, 1911. Weitere Mit- 


teilung ebenda. 








a) Emil Abderhalden, 


teils mit Ammoniumacetat und weinsaurem Ammon ausgefiihrten 
Versuche fiihrten nach wenigen Tagen zu Diarrhéen oder auch 
zu Erbrechen. Die Resultate waren einheitlich. Es wurde auf- 
fallend viel Stickstoff retiniert. Im Januar 1911 beauftragte 
ich meinen Assistenten Dr. Ludwig Pincussohn, von neuem 
Versuche mit Hunden auszufiihren, um festzustellen, wie sich 
der Stickstoffstoffwechsel gestaltet, wenn an Stelle von Eiweib 
und EiweibabkéOmmlingen ausschlieblich Ammoniumsalze_ ver- 
abreicht werden. In einem im Anfang des Jahres 1912 erschie- 
nenen Sammelreferat dubert sich Herr Dr. Pincussohn!) iiber 
diese Versuche, wie folgt: «....Kiwei®i enthalt, wie eben 
angefiihrt, mehrere Elemente, welche den beiden anderen 
Nahrungsstoffen nicht zukommen. Sollte eine Bildung von Ei- 
weil} aus diesen Korpern erfolgen kénnen, so miibten der 
fehlende Stickstoff und Schwefel in irgend einer anderen Form 
zugefiihrt werden, damit der Korper die Synthese vornehmen 
kann. Im Experiment sind Andeutungen gefunden worden, 
welche eine solche Eiweifbbildung als méglich erscheinen lassen. 
In einigen orientierenden Versuchen auf Anregung von 
Abderhalden konnte Verfasser sehr deutliche Anzeichen 
fiir einen solchen Prozefs gewinnen. Dafiir spricht das 
Verhalten der Stickstoffbilanz bei Zufiigung yon anorga- 
nischem Stickstoff zu einer Nahrung, die nur aus Kohlen- 
hydraten resp. Kohlenhydraten und Fett bestand.» 

Ks seien hier diese letzteren Versuche angefiihrt. Es 
wurden zwei Hunden zunichst nur Kohlenhydrate und Fette 
in moOglichst reichlicher Menge verabreicht. Dann setzten wir 
ein Ammonsalz zu. Beim ersten Versuch hatte das Versuchs- 
lier in S&S Tagen bei Fehlen des Stickstoffs in der Nahrung 
#0 g¢ an Gewicht verloren. Wiihrend der drei Tage dauernden 
Fiitterung von Ammoniumcearbonat war das Gewicht um 100 g 
gesunken. Der Gesamtverlust an KOrpergewicht betrug wihrend 
13 Tagen nur 600 g. Die Stickstoffbilanz naherte sich mit 
dem Moment der Ammoncarbonatzufuhr fast O. (Vgl. Tabelle 1). 

'! Uber Ernihrung mit tiefgebautem Eiweif.. Sammelreferat er- 


stattet von Ludwig Pinecussohn in: Ergebnisse der wissenschaftlichen 
Medizin, S. 302. Verlag: Dr. Werner Klinkhardt. Leipzig (Sep.-Abdr.), 1912. 
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Fiitterungsversuche mit Ammonsalzen. 


Beim zweiten Versuch war der Effekt der Ammonium- 
acetatzufuhr auf eine stickstofffreie Periode kein so auffallend 
grofer. Wihrend der 8 tiigigen Periode mit Kohlenhydrat- und 
Fetterniihrung nahm das Korpergewicht um 300 g ab. 4 Tage 
wurde darauf 1 g Stickstoff in Form von Ammoniumacetat ver- 
abreicht. Das Korpergewicht nahm im ganzen um 20 g ab. 
(Vgl. Tabelle 2.) 

Es war schwer, die erhaltenen Resultate zu beurteilen. 
Man konnte den Einwand erheben, da’ die Beobachtungsdauer 
eine zu kurze war. Vor allem erschien es uns als notwendig, 
die erhaltenen Resultate im Respirationsapparat zu kontrollieren. 
Zuniichst wire es moéglich, dafh Stickstoff durch die Lungen 
und vielleicht auch durch die Haut zur Ausscheidung gelangt, 
und dadurch Stickstoffretention vorgetiiuscht wird. Da_ ein 
Respirationsapparat in Aussicht stand, wurde die Weiterfiihrung 
dieser Versuche vertagt. Da nun in meinem neuen Wirkungs- 
kreise die Moéglichkeit der Beschaffung eines so kostspieligen 
Apparates in weite Ferne gertickt ist, habe ich die Frage- 
stellung nach der Beeinflussung der Stickstoffbilanz durch 
Zugabe von Ammoniumsalzen von neuem durch einfache Stick- 
stoffbilanzversuche zu entscheiden versucht. Es lag nicht in 
meiner Absicht, die erhaltenen Resultate schon jetzt mitzu- 
teilen. Die Verdffentlichung, ist veranlaft durch die das gleiche 
Problem behandelnde Arbeit von E. Grafe und V. Schlaepfer. !) 
Diese beiden Autoren haben ganz selbstandig, ohne jede Kennt- 
nis unserer Arbeiten ebenfalls Hunde mit viel stickstofffreien 
Nahrungsstoffen gefiittert und als Stickstoffquelle Ammonium- 
citrat gegeben. Dem eigentlichen Versuche ging eine Hunger- 
periode voraus. Es fanden stets wahrend der Stickstoffzufuhr 
— beurteilt nach der Hungerstickstoffbilanz — Stickstofl- 
retentionen statt. 

Wir haben bis jetzt folgende Versuche durchgefiihrt. Ein 
Hund hungerte vom 30. Januar 1912 bis 13. Februar 1912. Das 
KGrpergewicht betrug beim Beginn des Versuches 8000 g und war 

1) E. Grafe und V. Schlaepfer, Uber Stickstoffretentionen und 
Stickstoffgleichgewicht bei Fiitterung von Ammoniaksalzen. Diese Zeit- 
schrift, Bd. 77, S. 1, 1912. 
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am SchluB der Hungerperiode auf 6100 g gesunken. Nun erhielt 
der Hund vollstiindig abgebautes Fleisch +- abgebautes Blut. 
Dieses Priiparat war durch Verdauung von gekochtem Fleisch 
und koaguliertem Blut mit Magensaft, Pankreassaft und Darm- 
prefsaft gewonnen worden. Es erwies sich nach van Slyke 
untersucht als vollsténdig bis zu Aminosiuren abgebaut. Aufer- 
dem erhielt das Versuchstier Rohrzucker und an Stelle von 
Fett Glycerin und Fettsiuren und endiich 20 g Knochenasche. 
Nach 5 Tagen wurde an Stelle des Glycerin-Fettsiuregemisches 
Fett gegeben. Nach 10 Tagen hatte der Hund sein Anfangsgewicht 
iiberholt. Nun gaben wir ihm ausschlieBlich reichliche Mengen 
von Kohlenhydraten und Fett. Stickstoff wurde keiner verab- 
reicht. An diese Periode schlof sich dann eine solche unter 
Zugabe von Ammoniumacetat. 

Kin zweites Versuchstier erhielt zunachst 4 Tage nur 
Kohlenhydrate und Fett, dann folgte eine Periode mit Zugabe 
von Ammonacetat. Dann gaben wir, wie in friiheren Versuchen, 
vollstiindig abgebaute Gelatine +- Zusatz von Aminosiiuren, und 
zwar wurde 5 Tage lang das Gemisch gleichzeitig und dann 
6 Tage lang getrennt verabreicht, d.h. das Versuchstier er- 
hielt zuniichst die abgebaute Gelatine und dann 8 Stunden 
spiiter das Aminosiiuregemisch. Diese Versuchsanordnung sollte 
die Frage entscheiden, ob es gleichgiiltig ist, zu welchen Zeiten 
die verschiedenen Bausteine der Proteine verabreicht werden. 
Es scheint aus dem Versuche hervorzugehen, daf das_ nicht 
der Fall ist, doch ist der Versuch nur einmal durchgefihrt 
und nur auf relativ kurze Zeit ausgedehnt worden. Wir werden 
spiter auf das erhaltene Kesultat eingehen, wenn mehrere 
Beobachtungen vorliegen. Nach dieser Periode erhielt der 
Hund 15 Tage lang neben Rohrzucker, Stiirke und Fett Am- 
moniumacetat. 

Kin drittes Versuchstier wurde zuniichst 8 Tage lang 
mit grofen Mengen Kohlenhydraten und Fett gefiittert, dann 
folgte eine Periode mit Ammoniumacetat. Sie dauerte 16 Tage. 
Dann gaben wir 4 Tage keine Nahrung und hierauf wieder 
4 Tage Ammonacetat. Endlich folgte eine Periode mit Fett. 
Stiirke, Rohrzucker und vollstandig abgebautem Blut. 
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Ein vierter Hund erhilt endlich seit 14 Tagen ausschlief- 
lich Rohrzucker, Stirke, Fett und Ammoniumacetat. Das Ver- 
suchstier besitzt eine ausgesprochene Struma und Glotzaugen. 
Es hegt offenbar Morbus Basedowi vor. 

Was die Ausfiihrung der Versuche anbetrifft, so ist zu 
bemerken, daf die Fiitterung ziemliche Miihe verursachte. Die 
Verabreichung des Ammonacetats erfolgte meist in doppelter 
Weise. Ein Teil wurde gepulvert und im Morser mit Fett innig 
vermischt. Aus dem Fett wurden dann mit etwas Stiirke Kugeln 
geformt und diese dem Versuchstier im Laufe des Tages ge- 
geben. Erfolgte die Aufnahme nicht gutwillig, dann wurden die 
Kugeln in den Mund eingefiihrt und nach hinten gestoben. Die 
Stiirke wurde am liebsten roh aufgenommen. Bald wurde sie 
auch gequollen und mit heii gemachtem Fett iibergossen. Den 
Rohrzucker verabreichten wir teils als Wiirfelzucker, teils in 
Wasser gelost. Besonders in der Wirfelform lieben sich grobe 
Mengen von Rohrzucker einfiihren. In die LOsung des Rohr- 
zuckers gaben wir meistens auch noch abgemessene Mengen von 
AmmoniumacetatiOsung von bekanntem Gehalt an Stickstoff. 

Es lief sich nicht vermeiden, da} ab und zu etwas Zucker 
in den Harn fiel oder Fett an den Wiinden des Futternapfes 
(Morser) haften blieb. Wir haben auch immer wieder versucht, 
die Aufnahme von Fett und Kohlenhydraten zu steigern, indem 
wir nach Aufnahme der bestimmten Tagesration noch Fett und 
Stirke itiber Nacht im Kiifig stehen lieBen. Der Rest wurde 
zuruckgewogen. Meistens blieb das Futter unberiihrt. Nur wenn 
die einzelnen Stiickchen direkt gereicht wurden, gelang es, die 
Futteraufnahme regelmibig durchzufiihren. 

Alle Nahrungsstoffe wurden auf Stickstoff untersucht. Das 
Stoffwechselzimmer war stets zugeschlossen und nur mir zugiing- 
lich. Die Fiitterung der Tiere, das Reinigen der Kiifige und alle 
Analysen sind, wie bei den friiheren Versuchen, von mir selbst 
durchgefiihrt worden. Die Nahrung wurde von mir zubereitet. 
Ks ist bei derartigen Versuchen von grObter Bedeutung, dal) 
nur eine bestimmte Person sich mit den Versuchstieren abgibt. 
Kennt man seine Hunde, dann erreicht man durch ausdauerndes, 
immer wiederholtes Darreichen des Futters sehr viel. Oft sehien 
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der eine oder andere Versuch an der Unmdglichkeit, das Ver- 
suchstier zum Fressen zu bringen, zu scheitern. Schlieflich 
gelingt es dann doch noch, die Futteraufnahme zu erzwingen. 

So lange das Ammoniumacetat in Fett eingehiillt gegeben 
wurde, trat bei keinem der Versuchstiere Durchfall ein. Der 
Stuhl war im Gegenteil auffallend hart. 

Diskussion der Versuchsresultate. 

Versuch 1 (Tabelle 1). Das K6érpergewicht des Ver- 
suchstieres sinkt in 8 Tagen von 8450 g auf 8000 g bei Er- 
nihrung mit Fett und Kohlenhydraten. Die Stickstoffbilanz ist 
natiirlich negativ — 1,83 — 2,95. Nun wird zu der gleichen 
Nahrung Ammoniumcarbonat zugelegt. Die Stickstoffbilanz 
nithert sich O. Diese Periode dauerte nur drei Tage. Das 
Korpergewicht fallt von 8000 g auf 7900 g. Dann folgt wieder 
eine Periode ohne Stickstoffzugabe. Die Bilanz wird wieder 
negativ, doch nicht stiirker als in der Vorperiode. 

Versuch 2 (Tabelle 2): Bei gleicher Versuchsanordnung, 
wie bei Versuch 1, sehen wir einen deutlichen Einflub der Ein- 
gabe von Ammoniumacetat auf die Stickstoffausscheidung in 
der Weise, daf} trotz der Zufuhr von 1 g Stickstoff diese gegen- 
iiber der Vorperiode sich ziemlich gleich bleibt. 

Versuch 3: Dieser Versuch beweist zuniéchst, dab es 
celingt, einen Hund, der ca. 2 kg an Korpergewicht verloren 
hat, innerhalb weniger Tage durch Verabreichung abgebauter 
Nahrungsstoffe auf den urspriinglichen Kérperbestand zu bringen. 
Nach Ersatz des Glycerin-Fettsiuregemisches durch ungespal- 
tenes Fett nahm das Gewicht rascher zu als vorher. Nun folgte 
eine Periode der Fiitterung mit Fett und Kohlenhydraten unter 
Ausschluf von Stickstoff. Das Korpergewicht sank langsam. 
Auf die Zugabe von 2,79 g Stickstoff in Form von Ammonium- 
acetat wurde die Stickstoffbilanz liingere Zeit hindurch positiv. 
Das K6rpergewicht sank dauernd, jedoch viel langsamer als 
bei Hunger. Sehr grobe Mengen des aufgenommenen Stickstoffs 
erschienen nicht in den Ausgaben (Kot und Harn). 

Versuch + (Tabelle 4): Er zeigt ein ahnliches bild, wie 
Versuch 3, nur verlor das Versuchstier sehr rasch und viel an 
Korpergewicht. Es mag das zum Teil daran liegen, dai das 
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Versuchstier sehr schwer war und im Vergleich zu den anderen 
Hunden zu wenig stickstofffreie Nahrung aufnahm. Dieses Ver- 
suchstier fra nur unter Zwang. Bemerkt sei, dal} es vor Beginn 
des Versuches 1,5 kg an KGrpergewicht eingebiibt hatte. 

Versuch 5 (Labelle 5): Bei diesem Versuche sehen wir 
ebenfalls Verlust an Korpergewicht bei Stickstoffretention. Der 
Hund war am Schlufi der ersten Versuchperiode sehr munter, 
trotzdem er innerhalb von 32 Tagen etwas iiber | kg an Koérper- 
gewicht verloren hatte. Bei Fiitterung von abgebautem Blut 
trat rasch Zunahme des Korpergewichtes cin. 

Versuch 6 (Tabelle 6) endlich zeigt das Bild eines 
Hungerstoffwechsels. Das Kérpergewicht sinkt rasch. Die Stick- 
stoffbilanz ist negativ und zwar diirfte die Stickstoffausscheidung 
dem Hungerwerte entsprechen. Es ist wohl méglich, daf hier 
die unzweifelhaft vorhandene Morbus Basedowi eine Rolle spielt. 

Fassen wir die bis jetzt erhaltenen Versuchsresul- 
tate zusammen, dann kommen wir zu dem Schlusse, 
dafi die Zugabe von Ammonsalzen als einziger Stick- 
stoffquelle zu einer aus reichlich Fett und Kohlen- 
hydraten bestehenden Nahrung einen bestimmten Ein- 
fluB auf den Stickstoffstoffwechsel ausgeiibt hat. Geht 
man von der Stickstoffausscheidung aus, die wiihrend der 
stickstofffreien Ernaihrung vorhanden war, dann ergibt sich, 
vorausgesetzt, dal} kein Stickstoff den Organismus auf anderem 
Wege als durch den Kot und Urin verlassen hat, dal die 
Zulage von Ammoniumsalz Stickstoffretention im Organismus 
bewirkt hat. 

Wir kommen somit zu der gleichen Schlubfolgerung, wie 
sie von Grafe und Schlaepfer aus ihren Versuchsresultaten 
gezogen worden ist. Wihrend die genannten Autoren ausschlief- 
lich von solchen Versuchtieren ausgingen, die durch Hunger 
sehr viel an K6rpergewicht eingebiiit hatten, haben wir auch 
Versuche an Hunden angestellt, die durch eine nur kurze Vor- 
periode mit stickstofffreier Nahrung fiir den Versuch vorbereitet 
waren. Nur der eine Hund hatte vor Beginn des Versuches 
1,5 kg seines Gewichtes eingebubt. 

Zunachst wollen wir die erhaltenen Resultate denen gegen- 
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iiberstellen, die wir bis jetzt bei Fiitterungsversuchen mit voll- 
stiindig abgebauten Nahrungsstoffen erhalten haben. Bei jenen 
Versuchen war es gegliickt: 1. Wachsende Tiere zur Gewichts- 
zunahme zu bringen. 2. Kamen Hunde, die durch Hunger an 
Gewicht verloren hatten, bald wieder in den Besitz des friiheren 
Gewebsbestandes. 3. Gelang es mit der gleichen Menge Stickstoff 
Stickstoffminimum herbeizufiihren, gleichgiiltig, ob Eiweif ver- 
abreicht wurde oder die diesem entsprechenden Aminosiuren. 
Aus all diesen Beobachtungen wurde der Schlub gezogen, daf 
die vollstiindig bis zu den Bausteinen zerlegten Nahrungsstoffe 
in jeder Beziehung fiir die in nicht abgebautem Zustand ver- 
fiitterten Nahrungsstoffe eintreten kiénnen. Im letzteren Fall 
vollzieht sich der Abbau im Darmkanal, im ersteren ist vor- 
gearbeitet worden. Die Nahrung ist schon zerlegt und zur Auf- 
nahme fertig. 

Darf nun der Abbau noch tiber diese bausteine 
hinaus gehen? Darf man die Kohlenhydrate und speziell 
den Traubenzucker noch weiter abbauen, dirfen Gly- 
cerin und die Fettsiiuren und schliefblich die Amino- 
siiuren in noch einfacheren Teilstiicken der tierischen 
Zelle zugeftihrt werden? Das ist die logische Weiter- 
verfolgung unserer systematischen Studien iiber die 
Zerlegung der Nahrungsstoffe im Darmkanal und die 
synthetischen Fiihigkeiten der tierischen Zellen. Wo 
findet sich die Grenze? 

Bei der Beurteilung der Resultate der Fiitterungsversuche 
mit Ammoniumsalzen muf zuniichst festgestellt werden, dab bis 
jetzt eine Zunahme des Koérpergewichtes nicht feststellbar war. 
Ks liegt nur die eine Tatsache vor, dab grofe Mengen von 
verfiittertem Stickstoff im Urin und Kot nicht zum Vorschein 


kamen. 

Ks sind folgende Méglichkeiten, die zum Teil bereits von 
Grafe und Schlaepfer diskutiert worden sind, gegeben. 

1. Die Versuche geben einen Beitrag zu der von mir immer 
verteidigten Auffassung, dafi Eiweif- und Stickstoffstoffwechsel 
nicht als identisch zu betrachten sind. Es sprechen dafiir die 
folgenden Beobachtungen. Verfiittert man hungernden und auch 
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wohlerniihrten Hunden d-Alanin in selbst recht groben Mengen, 
dann erscheint dessen Stickstoff, resp. eine dem verabreichten 
Alanin entsprechende Menge innerhalb ganz kurzer Zeit im Harn. 
Gibt man B-Alanin, dann beobachtet man oft sehr starke Reten- 
tionen. Der in Form von I- und dl-Leucin verabreichte Stickstolf 
wird oft quantitativ im Organismus zuriickgehalten. Es ist auf- 
fallend, daf eine vollstiindig kérperfremde Aminosiiure, wie das 
B-Alanin, zur Stickstoffretention fiihrt, wiihrend die korper- 
eigenen Aminosiiuren fast unmittelbar nach ihrer Aufnahme 
desaminiert und der Stickstoff ausgeschieden wird. Darfin diesem 
Falle die Stickstoffretention mit einer Eiweifbildung in Zu- 
sammenhang gebracht werden oder spricht sie fiir eine Kiweil- 
ersparnis? Nach dem jetzigen Stand unserer Kenntnisse kOnnen 
wir diese Retentionen wohl kaum mit dem Eiweilstoffwechsel in 
direkten Zusammenhang bringen. Weitere Versuche mit 6-Alanin 
bringen vielleicht Klarheit in diese Art der Stickstoffretentionen. 
2. Das Ammoniumacetat hemmt den Eiweilstoffwechsel 
als solehen. Diese Annahme ist deshalb unwalrscheinlich, weil 
zu erwarten gewesen wire, dafi im Verlauf der zum Teil recht 
langen Versuche schlieflich doch einmal eine Vermehrung der 
Stickstoffausscheidung sich hatte zeigen missen. Es sind ja ein- 
zelne vermehrte Stickstoffausscheidungen vorhanden. Sie fehlen 
vor allem bei den Versuchen von Grafe und Schlaepfer. 
3. Das Ammoniumsalz ist der Ausgangspunkt der Eiweib- 
synthese im tierischen Organismus geworden. Das Koblenstoff- 
gerust liefern die Kohlenhydrate und zum Teil vielleicht auch 
Glycerin und die Fettsiuren. Es handelt sich um eine tief- 
greifende Synthese. Uns scheint zurzeit gar zu vieles gegen 
eine solche Annahme zu sprechen. Es seien nur, einige dieser 
Giriinde kurz gestreift. Es gelang bis jetzt nie, Eiweii durch 
Leim zu ersetzen, trotzdem doch ganz erhebliche Mengen von 
stickstofffreien Substanzen zugefiihrt wurden. Fehlt dem Casein 
das Tryptophan, dann kommt es zu einer stark negativen 
Stickstoffbilanz. Fiigt man diese Aminosiiure wieder hinzu, 
dann wird die Stickstoffbilanz positiv. Geben wir zur Gelatine 
die fehlenden Bausteine, dann kann sie Eiweil} ersetzen. Es 
scheint notwendig zu sein, dafi man die letzteren zusammen 
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mit den Bausteinen gibt. Verstreicht eine liingere Zeit zwischen 
der Verfiitterung der Gelatine und der Verabreichung der 
Aminosiiuren, dann scheint der Effekt der Zulage kein so 
giinstiger zu sein. Die Versuche tiber die Verwertung von zu 
Kiweil} zugegebenen Amiden fiihrten zu widerspruchsvollen Re- 
sultaten. Hier handelte es sich nicht um einen Ersatz des 
gesamten Eiweifes, sondern nur um den eines Teiles. Es 
lieben sich noch zahlreiche Beobachtungen anfiihren, die un- 
bedingt noch viel schiirfere Beweise fordern, ehe man eine 
Synthese von Eiweif aus Ammonsalzen und Kohlenhydraten 
resp. Fett wird anerkennen kénnen. Vor allem werden hier 
Versuche tiber den Respirationsstoffwechsel und den Energie- 
stoffwechsel eingreifen miissen. Leider sind uns derartige Ver- 
suche aus Mangel an Apparaten versagt. 

i. Von der Aufziihlung noch weiterer Méglichkeiten wollen 
wir absehen und die folgende Erkliirung der beobachteten Wirkung 
eines Zusatzes von Ammonsalzen zu stickstofffreier Nahrung zur 
Diskussion stellen. Sie scheint uns zurzeit mit allen festgestellten 
Tatsachen in Einklang zu stehen. Sie mul} fallen, sobald be- 
wiesen wird, da der tierische Organismus mit stickstofffreien 
Nahrungsstoffen -- Ammonsalzen als einziger Stickstoffquelle 
seinen Gewebsbestand vermehrt. Ich bemerke ausdriicklich, 
daf} mir eine solehe Méglichkeit durchaus nicht unwahrscheinlich 
erscheint, Gerade, weil die tierische Zelle in der Hauptsache 
aus Eiweil} besteht, sind ihre synthetischen Fiihigkeiten iach 
dieser Richtung vielleicht besonders grobe und mannigfaltige. Es 
diirfte sich jedoch empfehlen, auf diesem Forschungsgebiete 
Schritt fiir Schritt vorzugehen und solchen Vorstellungen den 
Vorzug zu geben, die dem momentanen Stand des Tatsachen- 
materiales am besten entsprechen. 

Der Abbau der Aminosiiuren fiihrt in den Korperzeilen 
zu stickstofffreien Kohlenstoffketten. Es ist bewiesen, dali Keto- 
siiuren entstehen. Es spricht vieles daftir, dab alle Amino- 
siiuren zuniichst in die ihrem Aufbau entsprechenden Keto- 
siuren iibergehen. Das abgespaltene Ammoniak wird zum 
groften Teil rasch fortgefiihrt und zur Synthese von Harnstoft 
verwendet. Die stickstofffreien Kohlenstoffketten werden in der 
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mannigfachsten Weise im Zellstoffwechsel verwertet. Das ist 
die eine Seite des Abbaus der Aminosiiuren. Umgekehrt konnen 
aus den Ketosiiuren durch Aminierung wieder Aminosiiuren 
hervorgehen. Die reichliche Zufuhr von Ammoniak mit den 
Ammoniumverbindungen bewirkt vielleicht, daf} dieser rever- 
sible Prozefii in den Vordergrund tritt. Der Zelle steht nach 
erfolgtem Abbau wieder ein Gemenge von Aminosiiuren zur 
Verfiigung und die Bedingungen zur Eiweifisynthese sind ge- 
geben. Abbau und Aufbau sind ohne Zweifel zum Teil we- 
nigstens abhiingig von den momentanen Konzentrationsver- 
hiiltnissen, in denen das abbauende resp. aufbauende Agens 
und das Substratgemisch sich finden. Durch die reichliche 
Zufuhr von Ammoniak verschieben wir das Gleichgewicht. Ja 
vielleicht verhindert die Anwesenheit des Ammoniaks die Des- 
aminierung der beim hydrolytischen Zerfall entstandenen Amino- 
siuren. Es wiirde dann der Eiweifstoffwechsel der Zellen nicht 
ganz zu Ende gefiihrt, sondern iiber die Aminosauren wieder 
zu Kiweif fiihren. Diese Vorstellung enthebt uns der vorliufig 
kaum zu beseitigenden Schwierigkeit der Annahme der Bildung 
aromatischer und heterozyklischer Aminosiiuren aus Kohlen- 
hydraten und Fetten. Die aufgestellte Hypothese schlieBt nicht 
aus, daf z. B. aus Traubenzucker tiber die Brenztraubensiiure 
Alanin, Serin und sogar Cystein usw. entstehen. Doch kénnen 
wir durch die einfache Verfolgurng des Stickstotfstoffwechsels das 
ganze Problem in all seinen Feinheiten kaum in eindeutiger 
Weise lésen. 

Meine rein hypothetische Deutung der von Grafe und 
Schlaepfer und unabhiingig von diesen Autoren auch von 
mir erhobenen Befunde erdffnet die Moglichkeit, hungernde 
Tiere sehr lange bei einem bestimmten Korperbestand zu 
halten, wenn nur gendgend Brennmaterial und sonstiges Bau- 
material zugefiihrt wird. Sollte es gelingen, auch andere Gleich- 
gewichtsreaktionen im tierischen Organismus zu veriindern. 
dann wird es moglich sein, vielleicht noch manchen vollstin- 
digen Abbau zu inhibieren und die Bruchstiicke der Zelle zu 
erhalten. Derartige Fragestellungen werden sofort experimente!! 
angreifbar, sobald uns bestimmte Abbaustufen bekannt sind 
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Vielleicht liegt dem mangelhaften Abbau der Glukose beim 
Diabetes ebenfalls ein Zuviel einer bestimmten Abbaustufe 
zugrunde. Der ‘Traubenzucker bleibt nicht nur unabgebaut, 
sondern es werden Bruchstiicke ganz anderer Herkunft zu 
diesem Saccharid aufgebaut, weil vielleicht eine bestimmte 
Keaktion aus den erwiahnten Griinden reversibel geworden ist. 
Werden die Kesultate von Grafe, Schlaepfer und mir 
durch Ausdehnung der Versuche auf ein grobes und verschiedenes 
Tiermaterial bestitigt, und ist es vor allen Dingen mdglich, 
Tiere durch sehr lange Zeit hindurch mit Fett, Kohlenhydraten 
und Ammonsalzen am Leben zu erhalten, dann wird ohne Zweifel 
eine griindliche Umgestaltung mancher Vorstellungen tber 
den Zellstof{fwechsel und seiner Regulationen notwendig sein. 
Vorliiufig muf unser Bestreben darauf gerichtet sein, neue 
Beobachtungen moglichst eindeutig zu fixieren und mit den 
iibrigen bekannten Tatsachen in Einklang zu bringen. Ich glaube, 
dafi die aufgestellte Theorie diese Forderungen vorliufig er- 
fiillt. Sie sei, um Mifiverstiindnissen vorzubeugen, an einem 
Beispiel speziell erliiutert. Irgend eine Ko6rperzelle baut aus 
einem bestimmten Grunde ihr Eiweili ab. Es entstehen Pep- 
tone und schlieflich Aminoséuren. Diese werden unter ge- 
woOhnlichen Verhiiltnissen desaminiert. Es bildet sich Harn- 
stoff. Hier sei noch erwiihnt, dal} die Méglichkeit vorhanden 
ist, daly der Harnstoff als solcher oder eine Vor- resp. Zwischen- 
stufe im Zellstoffwechsel — vielleicht bei irgend einer Regulation 
eine bedeutsame Rolle spielt. Es sei auf die beziehung 
der Kohlensiiure zu den Zellen des Atemzentrums hingewiesen. 
Es mul} vielleicht eine bestimmte Menge von Eiweifabbau- 
produkten und speziell von Harnstoff dem Organismus zur Ver- 
fiigung stehen. Gelangt nun zu der Zelle — bei der Verab- 
reichung von Ammonsalzen — Ammoniak, so erfolgt eine 
Aminierung der vorhandenen Ketoséuren —, wenn man nicht 
annehmen will, daf} die Desaminierung unter diesen Umstinden 
iiberhaupt ausbleibt. Es wiirde also die Brenztraubenséure 
Alanin liefern, die p-Oxyphenylbrenztraubensiure Tyrosin, 
die Indolbrenztraubensiiure Tryptophan, die Imidazolbrenz- 
traubensiiure Histidin usw., d. h. die Zelle hatte wiederum all 
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die Bausteine in dem Mengenverhialtnis zur Verfiigung, in dem 
sie zum Aufbau des zelleigenen Eiweifes gebraucht werden. 
Die Bildung des Harnstoffs erfolgt in der Hauptsache auf Kosten 
des zugefiihrten Ammoniaks.!) Den Energiebedarf der Zelle 
decken die in tibergrofer Menge zugefiihrten Kohlenhydrate und 
Fette. Diese Vorstellung macht eine vollstaindige Neubildung 
von Eiweifi aus Ammoniak und Kohlenhydraten und Fett un- 
wahrscheinlich. Im giinstigsten Falle k6nnte der Organismus iiber 
lange Zeit hinaus und theoretisch fiir immer seinen momentanen 
Bestand festhalten. In Wirklichkeit ist zu erwarten, dal} doch 
da und dort die Bedingungen in einzelnen Zellen zu bestimmten 
Zeiten fiir eine Reversion des vollstindigen Eiweifabbaues nicht 
so gtinstige sind, so dal} nach und nach doch der Eiweiibestand 
— allerdings sehr langsam — einschmelzen wiirde. 

Auf Grund der gegebenen Vorstellung miifite es méglich 
sein, eine Synthese von Eiweii aus stickstofffreiem Material 
und Ammoniak zu erzwingen, wenn man die einzelnen, den 
Aminosiiuren zugrunde Jiegenden Ketosiuren verfiittern kénnte. 
Es wiirde dann auch feststellbar sein, welche Ketosiiuren fehlen 
diirfen. Hat die eindeutige L6sung des Problems der vollwertigen 
Verwertung der bausteine der Nahrungsstoffe die Grundlage 
zur Priifung der Entbehrlichkeit resp. Unentbehrlichkeit jedes 
einzelnen Bausteins geliefert, so geben die neueren Erkenntnisse 
die Basis zur Feststellung, wie weit man bei der Ernahrung unter 
die einfachsten Bausteine noch heruntergehen kann. LabBbt sich 
z. b. Gelatine dem Eiweif gleichwertig machen, wenn man ihr 
Indol-, p-Oxyphenyl- und Phenylbrenztraubenséure zusetzt und 
gleichzeitig Ammoniak verfiittert ? 

Es unterliegt keinem Zweifel, dafi wir vor Problemen 
stehen, die uns einen ganz neuen Einblick in den Zellstoff- 
wechsel geben werden. Manches Riatsel wird fallen. Wir 
werden erfahren, weshalb die Zellen selbst bei iiberreichlicher 
Zufuhr von Energie in Form stickstofffreier Substanzen Proteine 
vollstandig abbauen und keine Bausteine schonen. Wir wissen 
z.B., um nur ein Problem hervorzuheben, daf die Zelleiweibstoffe 


1) In einigen Stichproben waren wahrend der Ammonsalzfiitterung 
70—85°/o des im Harn ausgeschiedenen Stickstoffs als Harnstoff vorhanden. 
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Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin enthalten. Bei ihrem Ab- 
bau entstehen diese Bausteine. Wird nun Gelatine verfiittert, 
dann sind die in ihr enthaltenen Bausteine offenbar nicht aus- 
reichend, um die Synthese von Zelleiweib zu erméglichen. Weshalb 
schiitzt in diesem Falle die Zelle nicht die genannten, der Gelatine 
fehlenden Aminoséuren vor der Desaminierung? Die Zelle hiitte 
es ja in der Hand, selbst die fehlenden Bausteine zu liefern. Nie 
bildet sie ja beim Abbau ihres eigenen Zelleiweifes! Oder sollten 
unsere Vorstellungen iiber den Zellstoffwechsel unrichtige sein? 
Sollten nicht, wie wir es ausdriicklich hervorgehoben haben,?!) 
die kompliziert gebauten Nahrungsstoffe der Zelle (Glykogen, 
Fett usw.) und die Zellbausteine, bevor ihr Energieinhalt er- 
schlossen wird, stets zunichst durch Hydrolyse bis zu den ein- 
fachsten Bausteinen abgebaut werden? Die neueste Beobachtung 
von Paul Neukirch und Peter Rona?) stiitzt diese Vorstellung 
iiber den Ablauf des Zellstoffwechsels durchaus. Die tiberaus 
wertvollen Beobachtungen dieser Autoren machen es sehr wahr- 
scheinlich, dafi nicht einmal ein Disaccharid als direkte Quelle 
der Muskelkraft in Betracht kommt. Nur Monosaccharide — 
und von diesen, wie es scheint, nur die Glukose — werden 
verbrannt. Nicht unerwiéhnt wollen wir lassen, dai nach den 
bisherigen Vorstellungen tiber die Harnstoffbildung aus Ammon- 
salzen es auffallen mu’, dafi die Leber das ihr mit dem Pfort- 
aderblut zugefiihrte Ammoniak passieren lait, ohne es zur 
Synthese von Harnstoff zu verwenden. Soll man annehmen, 
dafi in der Darmwand das Ammoniak irgendwie gebunden und 
so der Harnstoffbildung entzogen wird oder sind vielleicht noch 
grofe Liicken in unseren Kenntnissen tiber die Harnstoffbildung 
vorhanden ? *) 


1) Lehrbuch der physiologischen Chemie. 1. und 2. Aufl. 

*) Paul Neukirch und Peter Rona, Experimentelle Beitrage zur 
Physiologie des Darmes. 1. Mitt. Pfliigers Archiv, Bd. 144, 8.555, 1912. 

°) Vgl. hierzu: Otto Folin and W. Denis, Protein metabolism 
from the standpoint of blood and tissue analysis, Journal of biological 
Chemistry, Vol. 11, p. 87 und 161, 1912. 
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Uber Cystin. 


Von 
J. Mauthner. 


Aus dem chemischen Laboratorium der Allgemeinen Poliklinik in Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Marz 1912.) 


Das Cystin, das zu den im folgenden mitgeteilten Ver- 
suchen diente, stammt von einem Cystinuriker, dessen Harn 
mir Herr Prof. Dr. A. Ritter von Frisch in dankenswerter 
Bereitwilligkeit zur Verfiigung gestellt hat. Es handelte sich 
um einen jungen Mann, an dem wegen Steinbildung eine Litho- 
tripsie und drei Nephrotomien an einer Niere vorgenommen 
werden mubten. Der Fall ist ktrzlich von Dr. Achilles 
Miiller-Basel beschrieben worden. ') 

Aus dem Harn wurde das Cystin als Kupfersalz abge- 
schieden.?) Der nicht filtrierte Harn wurde mit Essigsiure 
ungesiiuert und pro Liter mit je 10 ccm Barfoedschem Reagens 
(60 g Kupferacetat, 10 ccm Eisessig auf 1000 Wasser) versetzt 
und 24 Stunden stehen gelassen. Der blaue Niederschlag, der 
noch das Harnsediment aus Leukocyten, Epithelzellen usw. 
enthielt, wurde abfiltriert, mit Wasser zweimal gewaschen, 
vom Filter genommen und mit Salzsiure behandelt. Da sich 
die salzsaure LOsung von den darin suspendierten organischen 
Resten nur idiuberst schwer durch Filtration trennen lief, 
wurde sie zunichst gekliirt, indem etwas Ferrocyankalium 
hinzugefiigt wurde. Das ausfallende Ferrocyankupfer bewirkte 
eine bessere Filtrierbarkeit; das Filtrat und die salzsauren 
Waschfliissigkeiten wurden vereinigt, mit etwas Kupferacetat 
versetzt, hierauf mit essigsaurem Natrium gefiallt. Die so er- 
haltenen Mengen von Cystinkupfer entsprachen einem Gehalt 


') Wiener med. Wochenschr. 1911, Nr. 37 u. 38. 
2) Zeitschr. fiir Biol., Bd. 42, S. 176 (1901). 
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von 0,5 bis 0,46 g Cystin pro Liter Harn. Eine quantitative 
Gewinnung des Cystins ist mit diesem Verfahren allerdings 
nicht verbunden, es gestattet aber die Abscheidung seiner 
Hauptmenge auf einfachem Wege. 

Aus der Kupferverbindung wurde durch Auflésen in 
Salzsiture, Fallen mit Schwefelwasserstoff, Eindampfen der 
Fliissigkeit auf ein kleines Volumen, Behandeln mit Jodtinktur 
zur Oxydation des durch den Schwefelwasserstolf gebildeten 
Cysteins,!) Fallen mit Natriumacetat und griindliches Waschen 
mit Wasser das Cystin gewonnen. 

Die Analyse und die Bestimmung des Drehungsvermégens 
zeigten, dafi das Produkt rein war. 

0.5141 g gaben 0,6062 g Baryumsulfat; fiir 100 Teile: 

Berechnet : Gefunden : 
26,69 26,50 

Die Bestimmung der spezifischen Drehung ergab bei An- 

wendung einer LOsung in Salzsiéure von 11,2 g HCl in 100cem: 
c= 1,9656 


fas 3 

t == 21,5° C 

a = — 8,07° 
[a]p == — 205,289 


Dies steht mit meiner ersten Bestimmung?) bei Anwendung 
von Salzsiure gleicher Konzentration (— 205,88) in gentigender 
Ubereinstimmung. 

Das gewonnene Cystin diente zu Versuchen tiber eine 
Methode der Entschwefelung und iiber die Einwirkung von 
Cyankalium. 

I. 
Entschwefelung. 

Der im folgenden beschriebene Versuch wurde durch 

die bereits mitgeteiite Beobachtung veranlafit, dai eine am- 


') Zeitschr. fiir Biol., Bd. 42, S. 184 (1901). 

) Diese Zeitschrift. Bd. 7, S. 225 (1883). Die héheren Zahlen fiir 
das Drehungsvermégen, die von K. A. H. Mérner, E. Fischer und 
N. Suzuki, E. Abderhalden gefunden wurden, sind wahrscheinlich 
durch die Verwendung verdiinnterer Salzsiure als Lisungsmittel beding! 
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moniakalische LOsung von Cystinkupfer schon bei gewo6hn- 
licher Temperatur Schwefelkupfer abscheidet.!) Es lief sich 
erwarten, dali es auf diesem oder einem dhnlichen Wege ge- 
lingen kénnte, das Cystin glatt in Alanin tiberzufiihren. Auf 
anderem Wege, durch Erhitzen von salzsaurem Cystein in 
Wasser auf 140—145°, hat seither schon K. A. H. Morner?) 
r-Alanin neben a-Thiomilchsaure, etwas £-Thiomilchsdure, 
Schwefelwasserstoff. und Ammoniak erhalten. Nichtsdesto- 
weniger schien mir die Vornahme weiterer Versuche in der 
angedeuteten Richtung wiinschenswert; ein positives Ergebnis, 
d. i. eine glatte Uberfiihrung von Cystin in d-Alanin wiire ein 
weiterer Beitrag zur Kenntnis der Beziehungen, die zwischen 
den Kiweifispaltprodukten untereinander bestehen. Es braucht 
hier nur auf die Arbeiten von E. Fischer hingewiesen zu 
werden und auf die Anschauungen, die Abderhalden zum 
Ausdruck bringt, indem er die Glycerose mit Serin, Cystein, 
Alanin und Milchsaéure in genetische Beziehungen setzt. *) 

Das Ergebnis des Versuches entsprach den Erwartungen 
nur zum Teil: es konnte wohl a-Aminopropionsdure in nicht 
unerheblicher Menge gewonnen werden, allein sie war in- 
aktiv: es war also durch den Prozel} Racemisierung herbei- 
gefiihrt. worden. 

Vorversuche hatten gezeigt, dafi eine Lésung von Cystin 
in starkem Ammoniak, in die Zinkstaub eingetragen war, 
schon nach 24 Stunden Bleioxyd zu schwaérzen vermag. Ent- 
fernt man den so nachweisbaren Schwefel, indem man mit 
Bleioxyd durchschiittelt und absetzen laft, so zeigt nach 1—2 
Tagen eine abgehobene Probe neuerdings Schwirzung mit 
Bleioxyd; der Prozefi geht also ganz allmahlich vor sich. 
Ks wurde nun in folgender Weise verfahren : 

10 g Cystin wurden in 400 cem Ammoniak (spez. G. 0,91) 
gelést und die Losung einige Zeit mit Zinkstaub stehen gelassen. 
Dann wurde sie haufig mit je 2 g Bleioxyd (pro analysi 


') Zeitschr. fiir Biol., Bd. 42, S. 178 (1901). 
*) Diese Zeitschrift., Bd. 42, S. 349 (1904). 
‘) Lehrb. d. physiolog. Chemie, 1906, S. 62 u. 330. 
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Merck) und hierauf mit einer geringen Menge von frischem 
Zinkstaub durchgeschiittelt; dies wurde wiederholt, bis in einer 
abpipettierten Probe eine Schwiirzung oder Briiunung von 
Bleioxvd nicht mehr zu bemerken war. Dies war nach 2 
Monaten erreicht. Die filtrierte LOsung wurde nun einge- 
dampft, der Riickstand in Wasser aufgenommen und zur Ent- 
fernung von Ammoniak mit Bleiglatte gekocht (wobei keine 
Bildung von Schwefelblei mehr eintrat), filtriert und = mit 
Schwefelwasserstoff entbleit. 

Beim Eindampfen hinterlieb die Losung einen nahezu 
farblosen, krystallisierten Riickstand, der in wenig Wasser 
gelOst wurde. Durch Zusatz des mehrfachen Volumens ab- 
soluten Alkohols wurde die Substanz, die sich als r-Alanin 
erwies, in der Form farbloser Nadeln gewonnen. 

Die Ausbeute an Alanin betrug 3,05 g, d.i. 41°%o der 
theoretischen Menge. 

Durch Aufl6sen in Wasser und Eindampfen auf ein kleines 
Volumen wurde die Substanz nochmals umkrystallisiert und 
dann analysiert. 

Es wurden folgende Zahlen erhalten: 

I. 0,2111 g gaben 0,°54 g Wasser und 0,5137 g Kohlen- 
sdure ; 

I]. 0,2058 g gaben 28,5 cem Stickstoff bei 22° C. und 
762 mm Druck. 

In 100 Teilen: 


Berechnet fiir C,H,NO, (89,08): Gefunden : 
C = 40,41 40,53 
H== 7,94 S,18 
N = 15,73 15,78 


Aus der Mutterlauge der analysierten Krystalle wurde 
durch Behandeln mit Kupferhydroxyd das dunkelblaue Kupfer- 
salz gewonnen. Die Analyse dieser Verbind:ing ergab: 

I. 0,3215 g gaben 0,1584 g Wasser und 0,3276 g Kohlen- 


saure; 
II. 0,2112 g gaben 0,0645 g Kupferoxyd. 
In 100 Teilen: 
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Berechnet fiir C,H,,CuN,O, +- H,O (257,76): Gefunden: 
C == 27,93 27,49 
H = 5,49 9,02 
Cu = 24,67 24,40 
las gewonnene Alanin ist inaktiv: eine Lésung, die in 
15,3967 g 1,1181 g des Chlorhydrates!) enthielt, zeigte im je 


2 dm-Rohr keine Drehung. Im Verlaufe der Reaktion tritt 
also Racemisierung ein. 


II. 
Einwirkung von Cyankalium. 

Zu den folgenden Versuchen fiihrte die Beobachtung, dab 
das Cystin ebenso wie durch Schwefelwasserstoff und durch | 
schweflige Siure?) auch durch Cyankalium in der Art ver- | 
aindert wird, dal das Drehungsvermogen rasch sinkt. Cystin 
lost sich in wiisseriger Cyankaliumlésung leicht auf, die Losung 
zeigt sofort schéne Nitroprussidreaktion®) und die optische 
Aktivitét nimmt ab, so dai die Drehung nach 4 Stunden etwa 
ein Viertel der anfiinglichen betrigt. Es kann nicht daran 
cezweifelt werden, dah dabei das Cystin in Cystein tibergeht. 
Ks handelte sich nun darum, zu ermitteln, welche weiteren 
Verinderungen mit dem Cystin resp. Cystein durch die Ein- 
wirkung des Cyankaliums vor sich gehen. 

Schon wiederholt wurde die Wechselwirkung von Cystin 
und Cyanalkali untersucht, doch hatten die in Betracht kommenden 
Arbeiten andere Ziele als die Isolierung von Verbindungen, die 
etwa dabei entstehen kénnten. Die Arbeiten von 8. Lang?) 
und W. Pascheles*) sowie jene von J. Hebting®) befassen 
sich mit der Frage der Entgiftung von Cyanverbindungen 
durch schwefelhaltige Stoffe, darunter auch Cystin und Cystein, 


1) S.E. Fischer. B. 39, S. 464 (1906). 
*) Zeitschr. fiir Biol., Bd. 42, 5. 184 (1901). ite | 
‘) K. A.H. Morner, Diese Zeitschrift. Bd. 28, 5. 611 (1899). A 
‘) Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 34, S. 247 (1894), Bd. 35, 

S. 75 (1895). 
6) Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 34, S. 281 (1894). 
°) Bioch. Zeitschr., Bd. 28, S. 208 (1910). Hier findet sich auch 


weitere Literatur angefihrt. 
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wiihrend die Untersuchungen von A. P. Mathews und Sydney 
Walker!) die spontane Oxydation des Cysteins zu Cystin und 
deren Beeinflussung durch Cyanide zum Gegenstand haben. 

Bei meinen Versuchen ergab sich, dal} das Cystin durch 
Aufnahme von Cyan in eine neue Verbindung: |-a-Amino-£- 
rhodanpropionsiure tibergeht. 

Kine Losung, die in 44 ccm Wasser 1 g Cystin und 
1.6248 g Cyankalium enthielt (d. i. fiir 1 Mol. Cystin 6 Mol. 
des Cyanids) wurde 8 Wochen lang bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen, dann mit Essigsiure angesiuert und durch 
Destillation von der tberschiissigen Blausiiure befreit, einge- 
dampft, der Riickstand mit Wasser, worin er sich klar léste, 
aufgenommen und mit Barfoedschem Reagens gefiillt. Der 
reichliche graugriine, krystallinische Niederschlag wurde ab- 
filtriert, gewaschen, in verdtinnter Salzsiure gelost, die LoOsung 
von braunen Flocken abfiltriert und mit Natriumacetat versetzt. 
Das Kupfersalz schied sich dabei in der Form von mikrosko- 
pischen, zum Teil zu Rosetten vereinigten bliéttchen aus, die 
in trockenem Zustande ein blaues, lockeres Pulver im Gewichte 
von 0,8 g bildeten. Dies entspricht nach der spiter mitzu- 
teilenden Analyse einer Ausbeute im Betrage von 51 °/o der 
theoretischen Menge (d. i. bei der Annahme, dal} alles Cystin 
in die neue Verbindung tbergeht). Ein zweiter, mit 5 g Cystin 
in analoger Weise angestellter Versuch, bei dem die Mischung 
nur 24 Tage stehen blieb, gab eine wesentlich geringere Aus- 
beute, 33,8°/o der berechneten Menge. 

Das nahezu unlosliche Kupfersalz wurde in Wasser ver- 
teilt und mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das kolloidal verteilte 
Schwefelkupfer durch Ansiiuern mit Essigsiiure und Eindampfen 
zur flockigen Abscheidung gebracht und abfiltriert. Beim weiteren 
EKindampfen der Losung wurde die Aminosiure krystallisiert 
gewonnen. 

Sie scheidet sich beim raschen Abktihlen der konzen- 
trierten LOsung zum Teil in sechseckigen, dem Cystin iihnlichen 
Tafelchen, zum Teil in flachen Prismen aus. Beim langsamen 
Krystallisieren bildet sie kurze, dicke, glasglinzende Prismen. 


1) Journ. of biol. Chemistry VI, 8S. 21, 289 (1909). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVIII. 
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Sie ist in kaltem Wasser etwas schwerer, in heifem 
leicht ldslich, so dal sie sich gut daraus umkrystallisieren 
labt. Die Krystalle enthalten 1 Mol. Krystallwasser, das_ bei 
100° leicht abgegeben wird. 

Die Analyse ergab folgende Zahlen: 

1. 0,2204 g gaben 0,024 g Gewichtsverlust 


-_— 


2. 0115 g 0,023 g 
8. 0,2192 g 0,0236 g 
In 100 Teilen: 
Kerechnet fiir: Gefunden: 
C,H,N,SO, -- H,O 4 2. 3. 
HO = 10,98 10,89 10,87 10,77 


Die Analyse der wasserfreien Substanz ergab: 

I]. 0.1964 g gaben 0,0701 g Wasser und 0,2381 g¢ Kohlen- 
saure : 

I]. 0.1867 ¢ gaben 31,7 cem Stickstoff bei 18,5° C. und 
746 mm Druck: 

HI. 0,1986 g gaben 0,3059 ¢ Baryumsulfat. 

In 100 Teilen: 


Berechnet fiir C,H,N,SO, (146,15): Gefunden: 
C= 32.04 33,06 
H= 4,15 3,99 
Niaz 1017 19,24 
5 == 21,94 21,72 


Die neue Aminosiure ist optisch aktiv und zwar in salz- 
saurer LOsung linksdrehend. Es ergaben sich fiir eine LOsung 
in 2°%/oiger Salzsiiure folgende Zahlen: 

c = 3,096 


l=? 

t=: 1S? 

a= —5,15° 
| Io ae. 29 476 
[a] = 83,14 


Nach 24 Stunden war die Drehung unverdandert. 

Erhitzt man die Aminosdéure im Kapillarrohr, so tritt bei 
ca. 180° eine immer zunehmende Braéunung, gegen 220° rasche 
Zersetzung unter starker Gasentwicklung ein. 








Uber Cystin. 3D 
Die wiasserige LOsung der a-Amino-f-rhodanpropionsiiure 
gibt mit Kupferacetat das schon erwihnte Kupfersalz: dieses 
zeigt, wenn es sich rasch ausscheidet, wie bei der Fiillung in 
der Kiélte die schon erwiahnte Form von kleinen Blittchen, 
bei langsamer Ausscheidung und beim Fillen aus heifer LOsung 
kleine Nadeln. Die ersteren haben gehiiuft eine blaue Farbe, 
in frischem Zustande mit einem Stich ins Violette, die letzteren 
eine griinlich-blaue Farbe. Die bléttchen stellen eine labile. 
die Nadeln die stabile Form vor. - Dieses Verhalten erinnert 
an das des Glykokollkupfers, das ebenfalls in zwei Formen 
auftritt, von denen die labile blitter, die stabile Nadeln bildet.') 
Das Kupfersalz der l-a-Amino-B-rhodanpropionsiiure ent- 
hilt Krystallwasser, das bei 100° nur langsam entweicht, Es 
wurden bei der Bestimmung des Gewichtsverlustes etwas zu 
geringe Zahlen gefunden; vielleicht ist das Krystallwasser nur 
einer der beiden Formen eigentiimiich und, da meist beide 
nebeneinander erhalten werden, der Fehler darin begriindet. 
Es gaben: 


1. 0,2210 g 00,0088 ¢ Gewichtsverlust: 
», 0.2045 g 0,0084 g 
In 100 Teilen: 
sSerechnet fiir C.H,,N,S,0,Cu + H,0: Gefunden : 
H,O = 4,85 3,98 4,13 


Das wasserfreie Salz lieferte folgende Zahlen: 

I. 0,1961 g gaben 0,0486 ¢ Wasser, 0,1946 ¢ Kohlen- 
siure und 0,0441 g Kupferoxyd; 

II. 0,2116 g gaben 29,5 cem Stickstoff bei 18° C. und 
41,5 mm Druck: 

Il. 0,2089 g gaben 0,2762 g Baryumsulfat. 

In 100 Teilen 


Berechnet fiir (C,H,N,SO,),Cu (353,85): Gefunden: 
C == 27,13 27,06 
H= 2,85 277 
N = 15,84 15,73 
S = 18,12 18,17 
Cu = 17,97 18,20 


1) Mauthneru. Suida, Monatshefte, Bd. 11. 5. 375 (1890 
i 
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Auch mit Kupfersulfat gibt die wasserige Lésung der 
Aminosdure einen schon blauen, krystallinischen Niederschlag; 
mit Bleiacetat tritt keine Fallung ein. Quecksilberoxydacetat 
gibt starken, weilien, krystallinischen Niederschlag, Eisenchlorid 
gibt starke Dunkelgelbfirbung. 

Mit alkalischer Bleilésung tritt erst nach langerem Er- 
hitzen Bildung von Schwefelblei ein; Nitroprussidnatrium gibt 
keine sichtbare Veriénderung. Mit Salzséure liefert die Amino- 
siure ein in Jangen Prismen und Nadeln krystallisierendes, in 
Wasser sehr leicht lésliches Salz von der Zusammensetzung: 
C,H,N.SO, - HCL. 

Die Chlorbestimmung ergab: 

0,1038 g gaben 0,0749 g Chlorsilber und 0,0048 g Silber; 

in 100 Teilen 

Berechnet : Gefunden : 
Cl = 19,42 19,37. 
Es diirfte wohl keinem Zweifel unterliegen, dali der neuen 


Verbindung die Formel 
CH,SCN 
| 


CHNH, 
| 
COOH 


(in der gewOhnlichen Schreibweise) zu geben ist. 


Uber den Verlauf der Reaktion scheinen mir noch weitere 
Versuche erforderlich, mit denen ich beschiftigt bin. 








Uber einen Proteinkérper des Liebigschen Fleischextraktes. 
Von 
Dr. Karl Mays. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Mirz 1912.) 


Nachdem durch das Studium der Spaltung der Proteine 
gezeigt worden ist, dai sich diese aus gewissen « Bausteinen>» 
aufbauen, die dieselben in verschiedener, aber fiir jeden Kérper 
charakteristischer Weise zusammensetzen, ist es geboten, mig- 
lichst viele Proteinkérper auf ihre Zersetzungsprodukte zu 
untersuchen. 

Noch nicht untersucht sind z. B. die durch Kochen nicht 
koagulablen ProteinkOrper des amerikanischen F leischextraktes, 
deren Natur zu grofen Kontroversen Veranlassung gegeben hat. 


Gewinnung. 


Wenn man Fleischextrakt mit sechwefelsaurem Ammoniak 
aussalzt, nachdem durch Kochen und Filtrieren die etwa vor- 
handenen koagulablen Proteine entfernt sind, erhialt man eine 
vollkommen proteinfreie Lésung, und die nicht koagulablen 
Proteinkérper sind also in dem Niederschlage zu suchen. 

An einem vorher zu anderen Zwecken mit Alkohol extra- 
hierten Extrakte erhielt ich auch durch Aussalzen mit schwefel- 
saurer Magnesia eine LOsung von den gleichen Eigenschaften. 
In bezug auf die aussalzende Kraft bilden die Salze die Reihe: 
Kochsalz, Magnesiumsulfat, Ammoniumsulfat mit steigender 
Wirkung. Man wird also zur Gewinnung der Proteine aus Ge- 
mischen das niederste Glied der Reihe anwenden, um gegebenen- 
falls eine Trennung zu ermdglichen und etwa_ vorhandene 
schwerer aussalzbare Korper mit dem niichsten Salze zu ge- 
winnen. Da Kochsalz aus dem Fleischextrakte keine Proteine 
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aussalzt, war hierftir die Verwendung des Magnesiumsulfates 
geboten, das iibrigens in diesem Falle alle Proteine auszufiillen 
schien. Da eine Magnesiumsulfatlosung durch Barythydrat ganz 
von dem Salz befreit wird, war seine Anwendung auch in dieser 
Hinsicht zu empfehlen. 

Als Material diente mir das Liebigsche Fleischextrakt, 
von dem mir das General-Depot der Liebig-Companie in Ant- 
werpen zwel Kilo-Dosen unentgeltlich zur Verfiigung stellte, 
wofiir ich meinen besten Dank sage. 

Ich erluelt dasselbe am 31. Januar 1910.') Da die Schlachtperiode 
in Siidamerika, wie mir die Gesellschaft mitteilte, von etwa Januar bis 
Juni geht, und da von der neuen Darstellung damals noch nichts zu 
haben war, stammte es aus der Schlachtperiode 1909; es machte aber 
einen sehr guten Eindruck und war — auch an der Oberfliiche — 
hellgelbbraun. 

Das Nettogewicht des Extraktes betrug 1814 g. 

Das Extrakt wurde in warmes Wasser eingetragen und 
damit bis zum Kochen erwiirmt. Dabei blieb etwas ungeloist, 
von dem abfiltriert wurde. Das Filtrat war von neutraler Re- 
aktion. In einer Probe entstand auch nach Zusatz von wenig 
Essigsiiure und nochmaligem Kochen keine Triibung. Die Biuret- 
reaktion war deutlich. Millons Reagens gab beim Zusatz eine 
Fiillung, die beim Kochen bestehen blieb und sich dabei, wie 
auch die Fliissigkeit, nur rosa fiirbte. 

In das Filtrat wurde Magnesiumsulfat in Substanz ein- 
getragen. Es ist zweckmiibig, dies allméhlich zu tun, wobei 
sich, schon lange vor der Siittigung, der Proteinkérper als zu- 
sammenhiingende Masse auszuscheiden beginnt, wahrend, wenn 
man gleich viel Salz zusetzt, der Niederschlag sich flockig aus- 
scheidet, indem er die einzelnen Krystalle einhtllt, wodurch 
unnotig viel Salz in ihn hineinkommt. 

I's stellte sich heraus, daf bei diesem Extrakt selbst Zerreiben 
mit dem Salz und Lingeres Stehen mit einem Uberschuf$ davon den 
Korper nicht vollstiindig aussalzte, was erst beim Siattigen der Losung 
beim Kochen geschah, dann aber so vollstiindig, daf eine fillrierte Probe 
keine Spur von Biuretreaktion mehr gab. Dieses nicht ganz vollstiéndige 


') Da ich inzwischen krank war, hat sich die Verarbeitung so lange 


hingezogen. 
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Sattigen war aber doch vorteilhaft, indem die beim Kochen sich aus- 
scheidenden Anteile, die tbrigens nicht bedeutend waren, sehr dunkel 
vefiirbt erschienen, also offenbar mehr verunreinigt waren. 

Die Hauptmenge wurde auf einer grofien Metallnutsche 
gesammelt und mit konzentrierter Magnesiumsulfatl6sung ge- 
waschen. Die letzte Waschfliissigkeit war immer noch hell- 
gelbbraun: es wurde aber von vollstiéndigem Waschen abge- 
sehen, da es den Eindruck machte, als ob die Masse dabei 
etwas anquelle und das Absaugen.zuletzt sehr langsam ging. 

Die Hauptmasse wurde nun mit konzentrierter Magnesium- 
sulfatlbsung ausgekocht: dabei zog sie sich zusammen und 
wurde zih-fliissig. Beim Abkiihlen zeigte sie die Neigung, an 
der Wand des Gefibes zu kleben, woran sie durch Riihren 
verhindert wurde. Nach volligem Abkiihlen konnte sie leicht 
vollstiindig herausgenommen und zwischen Filtrierpapier ge- 
prebt werden. 

Die ausgeprefte Masse wurde in heifiem Wasser gelost. 
Dabei blieb etwas pulverige Substanz ungelést, die sich als 
Magnesiumphosphat erwies aus den Phosphaten des Fleisch- 
extraktes, deren Hauptmasse sich aber in der Mutterlauge be- 
finden mubte. 

Die filtrierte Losung wurde mit heifgesiittigtem Baryt- 
wasser versetzt bis zu geringem Uberschuf und der Baryt 
durch Kohlensiiure entfernt. Vom Barytniederschlage wurde 
abfiltriert, dieser einigemal ausgekocht, die Auskochung mit 
dem Filtrate vereinigt und das Ganze erst auf freiem Feuer, 
schheblich auf dem Wasserbade eingedamptt. 

Es blieben 132 g des festen Korpers, lufttrocken gewogen. 
Die beim Eindampfen dersalzgesittigten Mutterlauge entstehenden 
weiteren Ausscheidungen wurden in gleicher Weise behandelt 
wie der Hauptkérper und ergaben noch 8,8 g (die allerletzten, 
geringen Ausscheidungen wurden vernachlissigt). Es wurden 
also etwas tiber 140 g gewonnen, d. h. ca. 7,8°/o des Fleisch- 
extraktes, welche Zahl einer friiher von mir fiir durch Ammon- 
sulfat Aussalzbares gefundenen, niimlich 8,2°/o!) nahe kommt. 


1) Siehe Zeitschrift fiir Biologie, Bd. 34, S. 279. 
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Kigenschaften des Koérpers. 


Der KOrper stellt eine braunlichgelbe, spréde, nicht hygro- 
skopische Masse dar. Er ist klar l6slich in Wasser. Die Re- 
aktion der LOsung ist so schwach alkalisch, dafsi sie nur in 
konzentrierten LOsungen als solche erkannt wird. Der Korper 
diffundiert durch Pergamentpapier, wenigstens teilweise, gegen 
Wasser; beide Teile wurden eingedampft; die alkalische Re- 
aktion findet sich an dem Diffundierten, wahrend das Nicht- 
diffundierte neutral reagiert. Beide Teile hinterlassen wenig, 
nicht schmelzende Asche, die an Wasser nichts Alkalisches 
abgibt, und die noch Magnesium enthalt, das also durch die 
Barytbehandlung nicht vollstaéndig entfernt wurde: Schwefel- 
siiure enthielt der K6rper nicht mehr. 

Die Asche des Korpers enthalt, auch wenn mit Soda und 
Salpeter verascht wurde, nur Spuren von Phosphorsiiure (Mo- 
lybdainreaktion). 

Der KoOrper ist auch in verdiinntem Alkohol (96°/o Al- 
kohol, 6 : 4 Wasser) beim Kochen léslich; beim Erkalten scheidet 
sich ein Teil wenigstens wieder ab. 


Reaktionen des Korpers. 


Biuretreaktion. In konzentrierter Lésung fallt dieselbe 
gut aus; die Farbe ist ein schOner Purpur; schon in 1°/oiger 
Losung schliigt sie bei Mehrzusatz von Kupfersulfat leicht zu 
Violett um; sie ist aber auch in recht verdiinnten Lésungen 
noch zweifellos zu erkennen, wenn man mit dem Zusatz der 
Kupferl6sung vorsichtig ist. 

Millons Reaktion. Auch diese Reaktion gibt nur in 
konzentvierten LOsungen eine gute rote Farbe; 1°/oige Losungen 
werden beim Kochen rosa; im Schaum finden sich geringe, 
briiunliche Partikel. 

Xanthoproteinreaktion. 1°/oige Lésungen werden 
beim Kochen mit Salpetersiure schwach gelb: bei Zusatz von 
Ammoniak etwas gelber, nicht orange. 

Salpetersiure. Bei Zusatz von Salpetersiéure bleibt 
die LOsung klar. Wird aber zuerst mit Kochsalz gesittigt, so 
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entsteht eine Fillung, die sich beim Kochen bis auf eine geringe 
Triibung lést und beim Erkalten wiederkelirt. 

Ferrocyankalium erzeugt in essigsaurer LOsung keine 
Fallung. 

Schwefelbleireaktion. Bei Kochen mit Natronlauge 
und Bleiacetat bildet sich kein Schwefelblei. 

Eisenchlorid erzeugt in der wiisserigen Losung keine 
Fillung, auch beim Kochen nicht; wird aber Kochsalzlésung 
zugesetzt, so erzeugt das Eisensalz beim Kochen einen starken, 
harzigen Niederschlag, der nach Waschen mit kaltem Wasser 
leicht in Ammoniak ldslich ist und sich auch beim Kochen in 
Wasser auflost. 

Neutrales Bleiacetat erzeugt keine Fiillung. 

Basisches Bleiacetat erzeugt erst bei Mehrzusatz ge- 
ringe Triibung, 

Tannin: Starker Niederschlag, der sich bei Kochen zu- 
sammenzieht und an der Wand klebt. 

Reaktion von Hopkins und Cole. Eine 5°/oige Losung 
des Korpers zeigt mit Glyoxylsiure und konzentrierter Schwefel- 
sdure erst nach einiger Zeit eine Spur von Purpurring an der 
Beriihrungsstelle: die Reaktion ist also diuberst schwach. 

Diazoreaktion. Diazobenzolsulfonsiiure erzeugt in soda- 
alkalischer LOsung eine Rotfarbung, die aber nicht von Histidin 
herzurtihren braucht, sondern, da die Millonsche Reaktion, 
wenn auch nicht stark, so doch positiv ist, auch dem Tyrosin 
zugeschrieben werden kann. 

Reaktion von Molisch: a-Naphthol und konzentrierte 
Schwefelséiure geben eine starke Violettfiirbung. 


Spaltungsprodukte. 

Es wurden 50 g des KOrpers nach der von Kossel und 
seinen Schiilern, zuletzt ausftihrlich von F. Weil!) beschriebenen 
Methode mit Schwefelsiure gekoeht. Mein Zweck war dabei 
zunaichst eine qualitative Untersuchung, hauptsiichlich der 
basischen Bestandteile. Ich glaube, Einzelheiten iibergehen zu 
diirfen, und fiihre hier nur die Hauptresultate an. 


') Diese Zeitschrift. Bd. 52, S. 107. 
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Histidin. Der betreffende Silberniederschlag lieferte nach 
der Entsilberung eine Fliissigkeit, die eine sehr gute, schén 
purpurrote Diazoreaktion gab. Um einigermafen tiber die Menge 
des KOrpers orientiert zu sein, wurde zu einer Probe der ziem- 
lich eingeengten Flissigkeit etwas salpetersaures Silber und 
wenig Ammoniak gesetzt. Dabei entstand ein mébiger, flockiger 
Niederschlag, der im Uberschu8 von Ammoniak léslich war. 
Nach der Menge dieses Niederschlages zu urteilen, kann die 
Menge des vorhandenen Histidins keine bedeutende sein. Die 
Losung gab auch keine Biuretreaktion, die von Herzog!) fiir 
den Koérper angegeben ist. Vielleicht ist daftir stiirkere Kon- 
zentration erforderlich. 

Arginin und Lysin. Der Silberniederschlag in baryt- 
alkalischer LOsung und die Phosphorwolframsiiurefiillung lieferten 
diese beiden Kérper, die durch die Krystallisation ihrer Pikrate 
noch charakterisiert werden konnten. Die Menge war schiitzungs- 
weise die bei der Spaltung von Proteinen zu erwartende. 


Wesen des Korpers. 


Ich glaube, nach der Kenntnis dieser Reaktionen und 
Spaltungsprodukte schon hier auf das Wesen dieses Korpers 
eingehen zu sollen. 

Ks ist eine auffallende Tatsache, daf sich in dem amerika- 
nischen Fleischextrakte unkoagulable Proteine finden. Neu- 
meister?) fabt die Ergebnisse der bis 1893 ausgefiihrten Unter- 
suchungen dahin zusammen: «Zuniichst lassen sich niemals auch 
nur Spuren von Albumosen oder Peptonen im Blute, im Chylus, 
oder in irgend einem Organe nachweisen, auch dann nicht, 
wenn man diese Verdauungsprodukte sehr reichlich in den Darm- 
kanal oder in abgebundene Darmschlingen von Tieren einfiihrt. » 
Die letztere Tatsache steht allerdings in Widerspruch mit einer 
Angabe von Borchardt,®) welcher nach Fiitterung von Elastin 
oder «Elastinpepton» eine Albumose in der Leber vorfand und 


'} Diese Zeitschrift, Bd. 37, S, 248. 
Lehrbuch der physiol. Chemie, 1893, 8. 248. 
) Diese Zeitschrift, Bd. 51, S. 506; Bd. 57, 8. 305. 
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von Nolf,!) welcher nach Kintiihrung einer sehr grofben Menge 
von Albumose diese in den Geweben nachweisen konnte, 
wihrend Szumowski?) bei éhnlichen Versuchen zu ganz nega- 
tiven Resultaten gekommen ist. Fur normale Verhiltnisse 
scheint seitdem der Lehre von dem Fehlen der Albumosen 
und Peptone in den Geweben des tierischen Korpers im all- 
gemeinen nicht widersprochen worden zu sein. Allerdings sagt 
Folin,*) dai im Fleischextrakt, wie in den wiisserigen Extrakten 
tierischer Organe tiberhaupt, Albumosen sich vortinden; ich weil 


jedoch nicht, auf welche Untersuchungen sich diese Ansicht stiitzt. 


Ks gibt allerdings Ausnahmen, die aber nur auf gewisse Tier- 
gattungen beschriinkt zu sein scheinen. Ich habe selbst im 
Kaninchenfleisch einen unkoagulablen Ko6rper beschrieben,*) der 
sich aber ganz anders verhilt wie die im amerikanischen Fleisch- 
extrakt gefundenen, da er mit einer nicht zu geringen Menge 
von Essigsiiure geliilll wird. Ich habe damals tibersehen, daf 
schon v. Fitirth®) einen offenbar ahnlichen Korper im Fisch- 
fleische beschrieben hat, den er Myoproteid nannte. Ich habe 
damals darauf hingewiesen, dafi es sich hier vielleicht um den 
von Kiihne®) als Acroalbumose bezeichneten Korper handelt. 
Kine Albumose im gewohnlichen Sinne konnte auch v. Firth’) 
im Muskelplasma nie nachweisen. 

Weiter mufs hier nochmals auf die Arbeilen Siegfrieds*) einge- 
gangen werden. Dieser glaubte bekanntlich im kiiuflichen Fleischextrakt 
einen Kérper gefunden zu haben, den er Phosphorfleischsiiure nannte, 
und der beim Kochen mit Eisenchlorid eine Verbindung leferte, die er 
als Caruiferrin bezeichnete. Er Inelt die Phosphorfleischsiure fiir einen 
chemisch einheitlichen Kérper und fiir nucleinahnlich; da sich jedoch 
in ihrem Molekiil kein Kiweifi finde, sondern «Fleischséiure», die er mit 
Kiihnes Antipepton identifizierte, so bezeichnete er sie als ein «Nucleon». 


') Nolf, Bullet. de Pacadémie royal de Belgique (classe des sciences) 
1905, S. 1149. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 36, S. 198. 

‘) Diese Zeitsenrift, Bd. 25, S. 182. 

‘) Zeitschrift f. Biologie, N. F., Bd. 16, S. 296. 

*) Archiv f. exp. Pathologie u. Pharmakologie, Bd. 36, 8. 259. 

*) Zeitschrift f. Biol.. N. F., Bd. 12, S. 231. 

+ 3. @ 

‘) Die Literatur s. in meiner Arbeit: «Uber unkoagulierbare Eiweif- 
kOrper der Muskeln», Zeitschrift f. Biol., N. F.. Bd. 16, S. 268. 
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Siegfried meinte zuerst,!) die Phosphorfleischsaure werde durch 
Ammonsulfat als solche ausgesalzen, zersetze sich aber bei der Dialyse, 
da der nicht dialysierende Anteil nur Spuren von Phosphor enthalte; 
spaiter sagte er,?) sie werde schon beim Aussalzen zersetzt, dabei werde 
aber keine Fleischsiiure gefallt, sondern ein phosphorfreies Zwischen- 
produkt. Dieses, meint er, hatte auch ich bei Zersetzung des Carni- 
ferrins mit Barythydrat erhalten, wahrend er dabei das Pepton bekommen 
habe.*) Dann mifite es Siegfried doch auch einmal gelingen, bei der 
Spaltung des Carniferrins nur dieses Zwischenprodukt zu erhalten; er 
findet aber dabei immer, wenigstens zum Teil, die «<Fleischsiure», 
d. h. Pepton, wovon ich mich aber nicht habe tiberzeugen kénnen. Ich 
kann hier nur nochmals betonen, daf das von den Farbwerken Hochst 
nach Siegfrieds Angaben als <Fleischséure» hergestellte Praparat keine 
Spur von Pepton enthielt.4) Ich habe Siegfried die Konzession zu 
machen versucht, dafs ich bei der Spaltung des Carniferrins nur Phosphor- 
fleischsiure ®) erhalten hatte, konnte diese Ansicht aber doch nicht mit 
Siegfrieds Angaben in Einklang bringen, und Siegfried hat sie auch 
nicht angenommen, da er meint, ich habe das phosphorfreie Zwischen- 
produkt erhalten. 

Kutscher und Steudel®) haben die Méglichkeit in Betracht ge- 
zogen, daf’ Siegfrieds Koérper sich nicht in jedem Fleischextrakt finde, 
weil er nach dessen Ansicht be: der Arbeit des Muskels verbraucht 
werde. Diese Méglichkeit mag zugegeben werden, namentlich da Kutscher 
gezeigt hat, dafi die Zusammensetzung des Fleischextraktes iiberhaupt, auch 
in anderer Beziehung, nimlich im Gehalt der von ihm gefundenen Basen 
schwankend ist. *) 

Es wiire also méglich, dafs die von mir untersuchten Fleischextrakte 
einen anderen Koérper und keine Fleischsiure enthallten hatten. Es scheint 
mir aber noch eine andere Méglichkeit vorzuliegen, wenigstens fiir das 
vorliegende Extrakt. Wenn man den von mir dargestellten Koérper, der 
an und fiir sich durch Eisenchlorid auch beim Kochen nicht gefallt wird. 
wohl aber bei Salzgegenwart, in einem eiweiffreien Fleischextrakt (s. spiiter) 
list, so fallt Eisenchlorid beim Kochen ebenfalls einen rostfarbenen, mehr 
pulverigen Niederschlag (wiihrend der bei Salzzusatz mehr harzig ist), 
der auch in Ammoniak leicht léslich ist und dem Carniferrin sehr ahn- 
lich sieht. Ich habe diesen Niederschlag noch nicht genauer untersucht. 
Es liegt zwar nahe, anzunehmen, dafi Siegfried den von mir gefundenen 


') Diese Zeitschrift, Bd. 21, S. 367. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 39, S. 131. 
%) Siehe auch |. c., Bd. 39, S. 132. 
4) Siehe meine Arbeit 1. c.. S. 293. 


Ebenda, S. 294. 
‘) Diese Zeitschrift, Bd. 39, S. 375. 
‘) Zentralbl. f. Physiol., 1905, 5. 507. 
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Kérper in seinem Eisenniederschlage erhalten haben miisse; es wiire 
aber auch mdoglich, daf\ der von mir dargestellte Kérper ein Gemisch 
wire, aus dem Eisenchlorid nur einen Teil fallte, naimlich Siegfrieds 
Carniferrin. Es gibt einige Punkte, die tatsichlich dafiir sprechen. Ein- 
mal ist die Ausbeute Siegfrieds an Fleischsiiure eine viel geringere 
als die von mir erhaltene, und dann weicht wenigstens das Hchster 
Priparat in einigen Reaktionen entschieden von dem meinigen ab. Die 
Biuretreaktion fallt an ersterem entschieden réter aus als an meinem; 
ich méchte darauf aber nicht zu viel Gewicht legen, da die Lésung an 
sich rétlich gelb ist, wahrend meine fast farblos ist; auferdem geht auch 
bei jenem Praparate die Farbe bei Mehrzusatz von Kupferlésung sehr 
bald zu mehr bliulichen Ténen tber; dagegen wird ineine Substanz in 
kochsalzgesattigter Losung von Salpetersiure gefallt, das Héchster Prii- 
parat dagegen nicht. Es ist also méglich, dafs die Fleischsiure ein 
anderer Korper ist als der von mir dargestellte, beziehungsweise darin 
steckt; aber ich kann sie doch nicht als Pepton auffassen; denn ob- 
wohl die oben genannten Reaktionen eher auf ein solches deuten kinnten, 
ist mir doch bisher keine «<Fleischsiiure> in die Hiinde gekommen, die 
durch Ammonsulfat nicht vollstandig ausfillbar gewesen wiire. Das ge- 
schilderte Verhalten des Héchster Praparates beriihrt auch nicht die Frage 
nach der Praformation der Fleischsiure, bezielungsweise der Phosphor- 
fleischsiure im Fleischextrakte; denn es liegt doch die Annahme niiher, 
die auch Folin‘) und Kutscher?) gemacht haben, dafs sie kein ein- 
heitlicher Kérper sei und Siegfried den fiir albumoseahnlich gehaltenen 
Kérper mit anderen gemischt ausfallt, als die unwahrscheinlichere, daf 
es ein chemisches Individuum ware, das in so leicliter Weise, nimlich 
durch Dialyse oder durch Aussalzen zersetzt wiirde. 

Siegfried*) selbst betont die Konstanz des Vorkommens 


des Kérpers, der Carniferrin liefert, indem er sagt: «Ich habe 
die kéuflichen Fleischextrakte sowohl, als auch selbstbereitete 
Losungen der Extraktivstoffe der Muskeln zur Darstellung des 
Carniferrins wihrend anderthalb Jahren fortgesetzt verwendet 
und jedesmal Carniferrin erhalten.» 

Wenn er es also auch bei selbstbereiteten Extrakten 
gefunden haben will, so steht er damit in unerkliirlichem Wider- 
spruch mit der oben erwiéhnten Erfahrung der Autoren, wie 
nicht minder mit meinen eigenen. Ich habe in meiner friiheren 
Arbeit erwahnt,*) dai ich ein Fleischextrakt erhalten habe, 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 25, S. 163. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 26, S.120 und Bd. 38, S. 108, Fufnote. 
*) Arch. f. Anat. u. Physiol., physiol. Abt., 1904, S. 405, 

) 1. ¢., S. 295. 
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das nur Spuren von Protein enthielt. Ich bin damals von der 
Idee ausgegangen, dali sich etwa beim Liegen des Fleisches 
unkoagulable Kérper bilden k6nnten, und deshalb betont, daf 
ich Fleisch genommen habe, wie man es eben vom Schliichter 
erhilt: es kOnnte aber auch sein, dab im ganz frischen Fleische 
sich ein solcher Korper befande, der im Gegenteil beim Liegen 
zerstort wiirde. Ich habe deshalb auf dem Schlachthofe Fleisch 
von einem eben getoéteten Ochsen entnommen, mdglichst rasch 
ins Laboratorium gebracht und dort verarbeitet, aber auch so 
ein Extrakt erhalten (das ich oben 8S. 44 erwihnt habe), das keine 
Spur von Biuretreaktion gab, die auch bei der Anwesenheit 
geringer Mengen meines dargestellten Korpers bei vorsichtigem 
Anstellen der Reaktion, wenn auch schwach, so doch zweifellos 
zu konstatieren ist. 

Ich komme nun zu der Frage, was der von mir aus Liebigs 
Fleischextrakt dargestellte Korper eigentlich ist. Nach seiner 
Darstellung und seinen Reaktionen sind einerseits genuines 
Protein, anderseits Pepton ausgeschlossen, und es bleiben nur 
die in der Mitte stehenden Albumosen iibrig; das Fehlen oder 
sehr geringe Vorhandensein der Tyrosin- und Tryptophangruppe 
wiirde auf einen Antikérper weisen, und von diesen wiire wieder 
die Heteroalbumose wegen der leichten Léslichkeit des Kérpers 
in Wasser ausgeschlossen. 

Aber es fehlen dem Korper einige Reaktionen, 
die alle bis jetzt untersuchten Albumosen geben. Schon 
die Biuretreaktion stimmt nicht fir Albumosen; denn, wenn 
diese hier auch nicht so rot wie bei den Peptonen ausfiillt, schliigt 
sie doch nicht so leicht ins Bliuliche um. Alle Albumosen werden 
durch Essigsiiure und Ferrocyankalium, Sublimat, neutrales und 
basisches essigsaures Blei gefillt (alle Niederschlige werden 
im Uberschusse mehr oder weniger gelést). Ferner geben alle 
Albumosen die Xanthoproteinreaktion.1) Diese Reaktionen fehlen 
bei dem von mir dargestellten KoOrper ganz oder nahezu, mit 
Ausnahme der Sublimatfiillung, ebenso bei der Fleischséure 
(von Hochst), bei der aber auch die Sublimatfillung negativ 


') Wegen dieser Reaktionen vgl. Cohnheim, Chem. d. Eiweif- 
korper, I. Aufl., 1904, S. 84. 
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ausfillt. Es gibt aber eine Substanz, die in diesen Reaktionen 
sich sehr iihnlich verhilt. Dies ist das Glutin. Schon das 
physikalische Aussehen der erkalteten, schon ziemlich konzen- 
trierten L6sung meiner Substanz, die in diesem Zustande eine 
rissige feste Gallerte darstellte, erinnerte an erkalteten Leim, je- 
doch gelatiniert schon eine 10°/oige Lisung des K6érpers nicht: 
es miibte sich also um die nicht oder vielleicht nur in sehr 
konzentrierter Losung gelatinierbare Modifikation handeln. 

Sehr charakteristisch fiir Glutin sind die bei seiner Spal- 
tung in grofen Mengen auftretenden Produkte, das Glykokoll 
und die Glutaminsiiure, und es war deshalb geboten, auch die 
bei der Spaltung erhaltenen Monoamidosiiuren zu untersuchen, 
wobei ich neben den genannten Substanzen auch noch auf die 
Pyrrolidincarbonsaure HRiicksicht genommen habe. 

Die Menge der aus dem Korper bei der Schwefelsiure- 
spaltung gewonnenen Amidosauren war eine betrichtliche. Luft- 
trocken (bis auf einen geringen Rest von etwa 1 g) gewogen 
= 12,36 g. Diese wurden nach der Fischerschen Methode 
verestert und dabei 3,22 g Glykokollesterchlorhydrat er- 
halten. Negativ fiel dagegen die Untersuchung auf Glutamin- 
siure aus. Ich habe 20 g des Korpers mit konzentrierter 
Salzsiiure gekocht, die Losung eingeengt und unter Abkitihlen 
mit gasfOrmiger Salzsiiure gesattigt. Bei lingerem Stehen im 
Freien war aber neben einigen Kochsalzkrystallen kaum etwas 
Krystallinisches zu entdecken. 

Pvrrolidincarbonsaure konnte konstatiert werden. Die 
sauren Anteile der Schwefelsdurespaltung des KOrpers wurden 
mit Alkohol ausgekocht, dieser eingedampft und der Riickstand 
mit kaltem Alkohol aufgenommen; dabei blieb eine weife pul- 
verige Masse ungeldst, wihrend bei mehrmaligem Wiederholen 
der Operation ein nur noch sehr wenig dieser weilien Substanz 
enthaltender sirupdser Riickstand blieb. Dieser wurde in 50 ccm 
Wasser zu einer sauren Losung gelést und damit einmal eine 
Kjeldahlsche und dann eine van Slykesche Stickstoffbestim- 
mung gemacht. Die Kjeldahlsche Bestimmung ergab fiir diese 
Losung 0,131 g N, die van Slykesche 0,038 g N. Es wiiren 
also in den 50 ccm 0,093 g N in Pyrrolidincarbonsiure 
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enthalten, so dafs ungefihr 1 g dieser Siiture vorhanden gewesen 
wire. Da 50g der Substanz zur Schwefelséiurespaltung ge- 
nommen waren, enthielten diese ca. 2°/o Pyrrolidincarbonséure. 

Obwohl diese Versuche (mit Ausnahme der N-Bestim- 
mungen) nicht quantitativ angestellt wurden, so sind doch die 
Zahlen fiir Glykokoll und Pyrrolidincarbonséure auf Glutin be- 
zogen zu klein und das negative Resultat bei der Glutamin- 
siiure nicht dafiir sprechend. Indessen kénnen hier Méngel der 
Darstellung vorliegen. Bemerkenswert scheint mir doch schon 
die gefundene Menge des Glykokolls zu sein. Die Albumosen 
sind in dieser Beziehung noch nicht untersucht, wenigstens 
nicht quantitativ. Wenn man aber die Proteine betrachtet, aus 
denen sie hervorgehen,!) so findet man, dafi einige frei von 
Glykokoll sind, wie Globin aus Blut, Serumalbumin, ein an- 
deres, das Syntonin aus Fleisch, wenn auch nicht viel, doch 
so viel Tyrosin liefert, daB es nicht mit dem von mir dar- 
gestellten K6rper verglichen werden kann. Dagegen wurde das 
Serumglobulin in bezug auf Glykokoll und Pyrrolidincarbon- 
siiure mit den von mir gefundenen Zahlen tibereinstimmen, 
aber dieses liefert Cystin, wiihrend der Korper des Fleisch- 
extraktes schwefelfrei ist. Wenn man also hier nicht einen 
neuen, bis jetzt ganz unbekannten Korper annehmen will, muh 
man eben wieder auf denjenigen zuriickkommen, der die grote 
Ahnlichkeit damit hat, auf das Glutin oder dessen Derivate, 
die sich in ihrer Zusammensetzung bekanntlich wenig von der 
Muttersubstanz unterscheiden. 

Ich gebe hier eine Tabelle, die namentlich die weitgehende 
Ubereinstimmung der Reaktionen des Kérpers aus dem Fleisch- 
extrakt mit dem Glutin erliiutert; daneben habe ich die Fleisch- 
siiure und die Albumosen gestellt. Die Reaktionen sind nicht alle 
iibereinstimmend, anderseits habe ich an bester kauflicher Ge- 
latine solche gefunden, die mit den gewohnlichen Angaben nicht 
iibereinstimmen, sich dagegen meinen Befunden nihern. Besonders 
zu erwihnen sind 1. die Tanninreaktion, die als nur bei Salz- 
gegenwart eintretend angegeben wird, wiihrend der von mir 


‘) Siehe die Tabellen in Cohnheims Chemie der Eiweifkérper, 


ll. Aufl., S. 42 ff. 
‘ 
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abelle der Reaktionen von Glutin, dem K6rper aus Fleischextrakt, der 


Fleischsiure Héchst und der Albumosen. 
Die Reaktionen von Leim und Albumosen nach Cohnheim, Chemie der Eiweif- 
: Das Eingeklammerte bei «Leim» bezieht sich auf von mir angestellte Reaktionen, 
die te eils ergiinzen, teils etwas abweichen; ferner auf Angaben von Klug (Pfliigers 
hs chiv. Bd. 48, S. 101). Das Eingeklammerte bei «Fleischsaure Hichst» bezieht sich 
‘ Siegfrieds Angaben iiber «Fleischsaure>. 


au 








Kérper aus | Fleischsaure 


ia | | 
Glutin | Fleischextrakt | Hochst | Albumosen 


'o (in kochsalzgesat- 0; mit Kochsalz ge- 
tigter Lésung: Fal- sattigt: Fallung, bis, 
Su |petersiure lung, in Uberschuf auf eineTriibung bei gesattigter Losung: 





l " 
Auch in kochsalz- | Teils direkt 
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gefallt, teils 


















und bei Kochen fast Kochen geldst. Kalt :| 0 nach 
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: wart von Salz. Bei  Salz. Kochen: 2 
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kehrend klebt an der Wand) | o 
Fallung bei Gegen- Fallung ohne Salz.| _ ite 
wart von Salz oder, Der Niederschlag | (0) ©, auch bei | = 
Sublimat |Salzséure (o, selbst geht beim Kochen| Kochsalzzusatz |°s Fillun 
2 g 
bei Salzzusatz, Fal- in den Schaum und nicht 
lung bei Salzsiure) an die Wand | o 
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| (Klug: flockiger |Lésung: zieml. gut.| Kochen rotlich farbt > ser- 
Millon | Niederschlag, In 1°/oiger Lésung: [et vowed wee ig tb , 
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Neutr. essig- | | | = py, 
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alae. : + Kochsalz bei = 
0 (+- Kochsalz beil Ras hen: zaher Nieder- i 
‘Kochen: ziahe Fal-|schlag; nach Waschen:| (Fleischsaure : 
lun nach A | léslich in Ammoniak = 
Eisenchlorid | By Nae “US” lund bei Kochen, Geldst, gallertiger ree © Fallung. 
waschen: ldslich in in proteinfreiemFleisch-, 
Ammoniak und bei! extrakt: Niedersc hlag | schlag) 
| Kochen ‘bei Kochen, léslich in| 
: an en Ammoniak | : | 
nd i Sigshre| o bis Spur O | 0 | Faillung. 
(s . rot, a ? ‘ 
— | “Violett _ purpur, bald zu rege a 1 See Rot, insViolette 
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4 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVIII. 








DO Karl Mays. 


dargestellte KOrper direkt gefallt und beim Kochen nicht gelést 
wird. Ich muf hier erwiéhnen, daf Klug!) fiir seine Gelatosen 
und Glutinpepton auch direkte Fallung angegeben hat und bei 
letzterem erwiéhnt, dal der Niederschlag beim Kochen sich zu- 
sammenziehe, dann allerdings mehr oder weniger gelést werde. 
2. Die Sublimatreaktion, fiir die Klug!) und Chittenden,?) 
letzterer fiir Proto- und Deutero-Gelatose, Fiallungen angeben, 
die sich aber beim Kochen lésen; dagegen habe ich bei Gelatine 
auch bei Salzzusatz keine Fiéllung erhalten, was wieder mit dem 
Siegfriedschen Korper tibereinstimmt. 

Ks fragt sich nun noch, wie die Anwesenheit des Korpers 
im amerikanischen F leischextrakte zu erklaren ist, da er sich doch 
in selbstbereiteten Extrakten nicht findet. Schon Kemmerich®) 
hat davon gesprochen, dafi} sich im Fleischextrakte Leim finde. 
Ich*) konnte seine Griinde dafiir nicht anerkennen. Aber ebenso 
blieb damals die Frage ungel6dst, wie Albumosen ins Fleischextrakt 
kommen sollten. Wenn wir in unseren Laboratorien die Extrak- 
tivstoffe des Fleisches untersuchen wollen, besteht, um den Leim 
auszuschlieBen, die Vorschrift, das zerkleinerte Fleisch mit Wasser 
zuniichst nicht tiber 60° C zu erwirmen. Dabei koaguliert ein 
betrachtlicher Teil der Muskelproteine und prefit in sehr voll- 
kommener Weise die Extraktivstoffe aus. Erst nachdem die 
Masse koliert und ausgepreBt ist, soll die Koagulation der noch 
in Losung befindlichen Proteine ausgefiihrt werden. Ich habe 
bei der Herstellung der oben erwiihnten eiweiffreien Extrakte 
diese Vorschrift befolgt und dachte, dab die Bereitung des ame- 
rikanischen Fleischextraktes in der gleichen Weise geschahe 
und deshalb auch in ihm der Leim auszuschliefen sei. 

Es fragt sich nun, wie das Fleischextrakt in Siidamerika 
hergestellt wird ? 

Wir besitzen dartiber einen authentischen Bericht. Im 
Jahre 1908 schickte die englische Zeitschrift «The Lancet» 


Lt 

2) Chittenden and Solley, Journ, of physiology, Bd. 12, S. 23. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. 18, S. 409. 

1) lc, S. 271 
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einen Vertreter nach Siidamerika, um die Zubereitung des Ex- 
traktes zu studieren, und dieser hat seine Erfahrungen in dieser 
Zeitschrift verOffentlicht.!) Danach wird das zerkleinerte Fleisch 
frisch getoteter Tiere mit der gleichen Menge Wasser durch 
Dampf erhitzt auf 80—94° C. Der Berichterstatter sagt, dab 
die letztere Temperatur nie tiberschritten werden diirfe, da 
sonst das Extrakt Leim enthalten wiirde. Ferner sagt er: «Man 
mufi bedenken, dafi die Fleischsubstanz eine Zeitlang in Be- 
riihrung ist mit heifiem Wasser in Gegenwart der normalen 
Siiuren des Muskelgewebes. Daraus folgt, dai eine teilweise 
Hvdrolyse der Albumine stattfindet und deshalb ein gewisser An- 
teil des Fleisches in das Extrakt gelangt, hauptsiichlich in der 
Form von Albumose und Pepton». Gegen diese Auffassung 
modchte ich einwenden, dafi bei der angegebenen Temperatur 
eine Bildung von Leim durchaus nicht ausgeschlossen ist. Die 
Bindegewebsfibrille schrumpft bekanntlich bei 70° C. pl6tzlich 
zusammen, was gewifi als Vorstufe der Leimbildung aufzufassen 
ist. Nun ist der KOrper, den ich aus dem Fleischextrakte dar- 
gestellt habe, sicher kein genuines Glutin; denn eine 10°/oige 
Lisung gelatiniert nicht. Uber den Ubergang des Glutins in die 
nicht gelatinierende Form gibt es verschiedene Ansichten. Wiihrend 
Hofmeister?) sagt, dai Gelatine, die mit viel Wasser gekocht 
wird, nach 25 Stunden in der eingedampften Losung noch ge- 
latiniere, gibt Kiihne®) gerade fiir verdiinnte Losungen an, dah 
sie bei etwa 50° C. schon in 12 Stunden das Gelatinierungs- 
vermogen einbiibten. Als sehr verdiinnte LOsung ist allerdings 
das Fleischextrakt bei der angefiihrten Bereitungsweise nicht 
anzusehen; aber hier kOnnen Reaktion, Anwesenheit von Salzen 
oder anderen Korpern die Denaturierung des Glutins und vielleicht 
auch seine Uberfiihrung in Glutosen begiinstigen. Ich méchte 
eher glauben, dafi Glutin sich bilde und diese Veriinderung er- 
leide, als dafi beim blofien Kochen des Fleischextraktes so grobe 
Mengen von Albumosen aus Eiweifkérpern entstehen, wie sie 


1) The Lancet, 1908, Vol. 2, p. 1233. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 2, S. 299. 
3) Lehrbuch der physiol. Chem., Leipzig 1866, S. 257. 
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als darin vorhanden angenommen werden, wenn auch eine 
geringe Bildung nicht ausgeschlossen ist. 

Fiir den Wert des Fleischextraktes, der thm nicht nur 
als Genub- sondern auch als Reizmittel zukommt, ist der Gehalt 
an proteinartigen Kérpern von keinem Belang. Das Extrakt wird 
nur in so kleinen Quantitaéten verwendet, da sein Nahrwert 
nicht in Betracht kommt. Dagegen glaube ich, daB diese 
Substanzen aus einem anderen Grunde nicht entbehrt werden 
kénnen, namlich weil sie dem Extrakte eine zweckmibige 


Konsistenz verleihen. 














Uber Nitrosalmin. 
Von 


E. Wechsler. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1912.) 


Durch die Untersuchungen von A. Kossel und KF. L. Kenna- 
way!) ist festgestellt worden, dafi das Clupein in ein Nitro- 
produkt iibergefiihrt werden kann, welches bei der hydrolytischen 
Spaltung ein Nitroarginin ergibt. Fiir die weitere Untersuchung 
der Protamine erschien es wiinschenswert, auch andere iihn- 
lich gebaute Stoffe in gleicher Richtung zu untersuchen, und 
ich habe zuniichst festzustellen gesucht, ob das Salmin, welches 
dem Clupein in seiner Konstitution nahe steht, ein éhnliches 
Verhalten zeigt. 

Dies wurde mir ermdglicht durch die Freundlichkeit des 
Herrn Alonzo Englebert Taylor, welcher dem _ hiesigen 
Institut eine gréfbere Menge von konservierter Testikelmasse des 
kalifornischen «Quinnatsalmon» (Oncorhynchus ‘Tschawytscha) 
zur Verfiigung gestellt hatte. Die Identitaét des aus ihm ge- 
wonnenen Protamins mit dem Salmin des Rheinlachses ist durch 
die eingehenden Untersuchungen von A. E. Taylor?) fest- 
gestellt worden. 

Das von mir gewonnene Salmin wurde in der von A. Kossel 
und E. L. Kennaway beschriebenen Weise nitriert. Das Nitro- 
produkt scheint in Wasser leichter l6slich zu sein, wie das 
Nitroclupein, da es sich beim EingieBen des Reaktionsgemisches 
in abgekihltes Wasser nicht ohne weiteres ausschied. Erst 
auf Zusatz von Alkohol wurde ein Niederschlag erhalten. Die 
Ausbeute an Nitrosalmin betrug iiber 80°/o des verwandten 
Protaminsulfats. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 486; siehe auch Bd. 76, 5. 457 
*) Journ. of biological chemistry, Bd. 5, 5. 389. 
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Das Nitrosalmin wurde durch siedende Schwefelsdure 
hvdrolysiert und in der friiher beschriebenen Weise auf Nitro- 
arginin verarbeitet. Ich erhielt das Nitroarginin in krystal- 
lisiertem Zustande. Sein Schmelzpunkt lag bei 227—228°. Die 
Stickstoffbestimmung ergab folgendes Resultat: 

(),2208 g Substanz ergaben bei 9° und 757 mm Bar. 
59 ecm N. 


Gefunden: Berechnet fiir C,H,,N.0,: 
N = 31,85°%/o 31,96°/o. 



























Uber das Keratin der Elefanten-Epidermis. 
Von 


Hans Buchtala. 


(Aus dem Institute fiir medizinische Chemie der Universitat Graz.) 
(Vorstand: Hofrat R. B. Hofmann.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18 Marz 1912.) 


In der Fortsetzung meiner Untersuchungen tiber Keratin- 
substanzen verschiedener Tiergattungen bot sich mir durch 
einen giinstigen Zufall auch die Gelegenheit dar, ganz reine 
Epidermis einer Elefantenhaut in Arbeit nehmen zu konnen. 
Das Material stammt von einem Elefanten einer Artistentruppe 
und wurde mir von Herrn Hofrat Dr. L. v. Graff freundlich 
zur Verfiigung gestellt, der den Kadaver des umgestandenen 
Tieres fiir das Grazer zoologische Institut erworben hatte. Da 
liber Epidermis tiberhaupt wenig ver6ffentlicht ist, diirften die 
hier vorliegenden Resultate von Interesse sein. 

Durch linger andauerndes Ausbrihen mit Wasser wurde 
die 1—1!/2 mm dicke Epidermis derart gelockert, dah sie sich 
von der tbrigen Haut (Corium) leicht ablosen lief. Sie wurde 
mit 1°/oiger Salzséure von etwa noch anhaftenden anorganischen 
Stoffen gereinigt und durch Auskochen mit Alkohol und Ather 
von Fett und ahnlichen Stoffen befreit. 

Das so vorbehandelte lufttrockene Material hatte einen 
Wassergehalt von 9,36°/o und einen Aschegehalt von 2,66°/o. 

1,0729 g Substanz verloren bei 110° C. 0,1004 g Wasser 
und hinterlieBen nach dem Verbrennen 0,0285 g Asche. Die 
Asche wies neben phosphor- und schwefelsaurem Calcium eine 
erhebliche Menge von Eisen auf. 

Stickstoffverteilung. 

Wie bei friiheren Arbeiten, wurde auch hier zur Orien- 

tierung zunichst die Verteilung des Stickstoffes untersucht und 
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da dieselbe einen so geringen Prozentgehalt fiir Diaminostick- 
stoff ergab, wurde von der Darstellung der Diaminosauren Ab- 
stand genommen. 

Der Gesamtstickstoff der untersuchten Substanz betrug 


14,26° 0 
0,8339 g Snbstanz verbrauchten pis ecm "/5-HCl = 14,27 °/0 
0.8941 » . 7,9 » Nfs-HC] = 14 ‘25 %/o, 


Die nach der Methode Hausmann bezw. Giimbel durch- 
gefiihrte Untersuchung ergab folgende Resultate: 


Ammoniakstickstoff — 1,47° 0 
Melaninstickstoff — 0,20°,0 
Monoaminostickstoff — 12,25°/o 
Diaminostickstoff — 0,32°/o. 


Bei Veresterung des nach erfolgter Hydrolyse darge- 
stellten Abdampfriickstandes schied sich soviel Chlorammonium 
ab, dah der daraus berechnete Ammoniakstickstoff 1,35°/o0 der 
Substanz ausmacht. 


Hydrolyse der Epidermis mit Salzsaure. 


Fiir die Hydrolyse wurden 300g des lufttrockenen Materials 
verwendet. Die Veresterung wurde zweimal wiederholt, dabei 
jedesmal die bereits gebildeten Ester mit Kalilauge unter Zu- 
satz von Kaliumcarbonat in Freiheit gesetzt und in Ather auf- 
genommen. Die Destillationsriicksténde des atherischen Aus- 
zugs wurden zuletzt vereinigt und der fraktionierten Destillation 
im Vakuum unterworfen. 

Diese nachtriigliche Vereinigung erschien aus Riicksicht 
auf Zeit- und Arbeitersparung umsomehr gerechtfertigt, als es 
nach der in meiner friiheren Arbeit!) erwahnten Ab&nderung 
leicht moglich ist, binnen vierundzwanzig Stunden die Vereste- 
rung dreimal durchzufiihren und die Ausbeuten dadurch be- 
triichtlich zu erhdhen. | 

Diese Anderung kann ich nur empfohlen und teile ich daher 
wiederholend und ergiinzend mit, da8 ich den nach der Ather- 
extraktion verbliebenen Riickstand mit dem unmittelbar vorher 
abdestillierten Salzsiiurealkohol tibergiebe, wobei sich die an- 





') Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 212. 
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organischen Salze infolge der Dissoziationsverhiltnisse fast voll- 
stiindig und rein abscheiden und von dem in Lésung_ ver- 
bleibenden Gemenge zum Teil noch unveresterter Aminosiuren 
durch Absaugen sehr leicht und rasch getrennt werden kénnen. 

Gleich nach der ersten Veresterung schied sich beim Ab- 
kiihlen ein Niederschlag von Chlorammonium ab, dessen Stick- 
stoffmenge 1,35 °/o der Substanz betrug, wihrend bei der direkten 
Bestimmung des Ammoniakstoffs 1,47°/o gefunden wurden. 

Eine Abscheidung von Glykokollesterchlorhydrat konnte 
auch nach wiederholtem teilweisen Abdestillieren des Salz- 
siiurealkohols und jedesmaligem Abkihlen nicht erzielt werden. 

Die Menge der nach dreimaligem Verestern erhaltenen 
Rohester betrug 320 g. Diese wurden der Destillation bei einem 
Druck von 11 mm unterworfen, wobei folgende Fraktionen ge- 
wonnen wurden: 


1. Fraktion bis 60° (Temperatur des Wasserbades) 90,0 g 
2. ? » 9D” , » 71,0 » 
3 , » 125° | , Olbades 365 >» 
t. » » 180° » > 24,0 » 
). Destillationsriickstand 48,0 g. 


1. Fraktion. 


Daraus konnten bloB 4,2 g Glykokoll und 1,7 g Alanin dar- 
cestellt werden. Sie bestand vornehmlich aus Alkohol und Ather. 
2. Fraktion. 

Durch wiederholt fraktioniertes Umkrystallisieren konnten 
aus diesem Gemenge von Aminosiuren Glykokoll, Alanin, Valin, 
Leucin und Isoleucin zur Darstellung gebracht werden. 

Glykokoll: 7,2 g. F. 240°. 

Das dargestellte Glykokollesterchlorhydrat zeigte den 
Schmelzpunkt von 144°. 

0,0356 g Substanz enthielten 9,05 mg C1. 

Berechnet fiir C,H,,O,NCI: Gefunden: 

25,40°/o CI. 25,42 °/o CI. 


Alanin: 7,5¢g. F. 297°. 
Zur Analyse wurde das dargestellte Kupfersalz verwendet. 
0,1717 g lieferten 0,0128 g H,O und 0,0448 CuO. 
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Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu + H,O: Gefunden: 
7,38° 0 H,O und 26,11°/o Cu. — 7,46°/o HO und 26,10°/o Cu. 

Valin: 6,7 g. Das Praparat bestand aus rhombischen 
und sechsseitigen Blittchen, die bei 335° schmolzen. 

3.41 mg lieferten 0,675 cem N; p = 737 mm, t = 20° C. 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 

11,97 °%o N. 11,90°/o N. 

Leucin: 8,4 g. Es krystallisierte in sch6nen silber- 
glanzenden Bliittchen, die im zugeschmolzenen Kapillarr6hrchen 
bei 292° schmolzen. 

18,98 mg lieferten 1,836 cem N: p = 724 mm, t = 20°C, 

Berchnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 

10,69 °/o N. 10,69°/o N. 


Optische Bestimmung. 





0.4877 g gelést in 20 cem 21,5°/oiger Salzsaure. 
Im Dezimeterrohr wurde der Winkel a = + 0,34° ab- 
gelesen. 
f 20° oe . ( | 
[oe], = + 13,95. 


3. Fraktion. 
Aus dieser Fraktion konnten noch Glykokoll, Alanin, Valin 
und Leucin dargestellt werden. 


Glykokoll: 13,6 g. Das Esterchlorhydrat krystallisierte 
in weiBben Nadeln, die einen Schmelzpunkt von 144° zeigten. 
Alanin: 6g. F. 296°. 
10,58 mg lieferten 1,44 ccm N; p= 741mm, t = 17° C. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
15,74°/o N. 15,62°/o N. 
Valin: 0,6 g. 
5,83 mg lieferten 0,63 cem N; p = 724mm, t = 20° C. 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
11,97°/0 N. 11,91 °/o N. 
Leucin: 2,4 g. 
8.8 mg lieferten 0,855 cem N; p = 724 mm, t = 20° C. 
Brechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
10,69 °/o N. 10,71 °/o N. 
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4. Fraktion. 
Nach dem bekannten Verfahren wurde aus dieser Fraktion 
8.6 g Phenylalaninchlorhydrat isoliert. Das daraus mit Ammoniak 
in Freiheit gesetzte Phenylalanin wurde durch fraktioniertes 
Krystallisieren gereinigt. Ausbeute: 7 g. 
17,4 mg lieferten 1,32 ccm N; p = 725 mm, t = 19° © 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
8,49°%lo N. 8.460 N, 


Bestimmung der Glutaminsiure. 

Dieselbe wurde durch eine eigens zu diesem Zwecke aus- 
vefiihrte Hydrolyse vorgenommen. 20 g des Materials wurden 
mit 80 cem konzentrierter Salzsiiure zwolf Stunden lang ge- 
kocht, das Hydrolysat, mit Tierkohle fast vollstindig entfarbt, 
wurde auf ein kleines Volumen eingeengt und nach dem Ein- 
leiten von Salzsiuregas und mehrtiigigem Stehen in der Kalte 
das Glutaminsiiurechlorhydrat zur Abscheidung gebracht. Seine 
Menge betrug 2,55 g. 

0,0435 g enthielten 8,4 mg Cl. 

Berechnet fir C,H,,NO,CI: Gefunden: 
19,31°/o Cl. 19,31°/o Cl. 


Schwefel- und Cystingehalt. 

Die Schwefelbestimmung wurde durch Schmelzen der Sub- 
stanz mit Salpeter und Natriumhydroxyd ausgefthrt. 

0,7462 g Substanz gaben 0,0715 g BaSO, = 1,382°% 0 S. 

Fiir die Cystinbestimmung wurden 15 g der Substanz 
hydrolysiert und hierbei 0,7 g Cystin erhalten, das in den be- 
kannten sechsseitigen Krystallen sich zeigte. 

3ei dieser Gelegenheit soll erwahnt werden, daB ich zum 
Vergleiche eine Schwefelbestimmung an Elefantenborsten vor- 
nahm. Es zeigte sich auch da, dafi die Haare einen groferen 
Schwefelgehalt aufweisen als die anderen epidermoidalen Ge- 
bilde. 1) 

0,3161 g Substanz gaben 0,0681 g BaSO, = 2,96° 0 S. 

Fiir eine Cystinbestimmung der Borsten reichte das Material 
leider nicht aus, da sich ihrer am Schwanzende wenige befinden. 


') Siehe Diese Zeitschrift, Bd. 52, 5. 474. 
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Tyrosinbestimmung. 

)0 g der Epidermis wurden mit 100 g_ konzentrierter 
Schwefelsiure und 200 g Wasser durch 14 Stunden gekocht, 
wobei sich die Fliissigkeit rosa-violett farbte. Es verblieb ein 
Riickstand im Gewichte von 5,5 g. Nach Entfernung der 
Schwefelsiiure mit Barytwasser und wiederholtem Auskochen 
des Niederschlages fiel nach dem Abkiihlen der eingeengten 
LOsung das Tyrosin in einem Gewicht von 5,2 g aus. Dieses 
tohtyrosin wurde mit Eisessig ausgekocht und durch Um- 
krystallisieren aus heiBfem Wasser gereinigt. Die Menge des 
ganz reinen Tyrosins betrug 2,6 g. 

10,45 mg lieferten 0,72 cem N; p = 739 mm, t = 19° C, 


Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
7,/4°/0 N. 7,83°%lo N. 
Ubersicht der Resultate: 
Glykokoll 8,33 °'0 
Alanin 3,07 °/o 
Valin 2,43°/0 
Leucin 3,60°/o 


Glutaminsiure 10,20°/o 
Phenylalanin 2,33°lo 
Tyrosin 5,20 °/o 
Cystin 4,70°/0. 

Keim Hinblick auf die Tabelle ist der hohe Prozentgehalt 
an Glykokoll auffallend, der die Werte dieses Korpers_ bei 
anderen Hornsubstanzen, wie Haaren und Horn verschiedener 
Siugetiere, um das mehrfache tibersteigt und von hornartigen 
Gebilden nur durch das Schildpatt von Chelone imbricata’) 
libertroffen wird. 

Der Wert fiir Glutaminséure bewegt sich in mittleren 
(irenzen gegeniiber anderen Hornsubstanzen. Vom Schildpatt 
unterscheidet sich diese Epidermis wesentlich durch den hohen 
Gehalt an Glutaminséure, da dieser Baustein dem Schildpatt 
von Chelone imbricata fehlt. Um zu sehen, ob diese Kigen- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 212. 
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schaft auch dem Schildpatt anderer Schildkréten zukommt, 
untersuchte ich auch das Schildpatt von Thalassochelis, welches 
mir von Herrn Professor Klemensiewicz giitigst zur Ver- 
fiigung gestellt wurde. Hierbei konnte ebenfalls Glutaminséure 
nicht vorgefunden werden. 

Schlieblich méchte ich noch als bemerkenswert den Riick- 
stand erwéhnen, der bei Hydrolyse von Elefantenepidermis 
sowohl durch Salzsaure wie durch Schwefelsiiure verblieb und 
der etwas tiber 10°'o des gereinigten Materials ausmachte. 
Derselbe stellte einen plastischen Kuchen dar und erinnerte in 
seinem Aussehen, Farbe und Geruch an Asphalt. Gegeniiber 
Sauren und Alkalien sehr widerstandsfiahig, lOste er sich in 
Alkohol und Petrolither zu einem betrichtlichen Teile auf. Aus 
der durch Tierkohle entfarbten Lo6sung wurde nach dem Ab- 
dampfen ein farbloser Riickstand von salbenartiger Konsistenz 
erhalten, der aus Fettséuren bestand. Es tritt eben auch hier 
die bereits beobachtete Erscheinung auf, da Fettsiiuren manchen 
organischen Substanzen so innig anhaften oder vielleicht davon 
gebunden sind, dai sie durch bloBes Auskochen mit Alkohol 
und Ather nicht vollstindig entfernt werden kénnen. Der in 
Alkohol und Petrolather unlésliche Riickstand ihnelte in seinem 
Aussehen ganz den Melaninsubstanzen anderer Eiweifikorper. 








Zur Physiologie des Wassers und des Kochsaizes. 


Von 


Otto Cohnheim (Heidelberg), G. Kreglinger (Coblenz), L. Tobler 
(Heidelberg-Breslau) und O. H. Weber (Griesheim a. M),. 


Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 


(Aus den Monte Rosa-Laboratorien, Istituto Mosso, Colle d’Olen und Margheritahitte.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Marz 1912.) 


In der physiologischen und medizinischen Literatur, die 
den Einflu8 des Héhenklimas auf Mensch und Tier behandelt, 
bestehen erhebliche Differenzen tiber die Frage, ob und in- 
wieweit die Zahl der roten Blutkérperchen und die Menge des 
Hiimoglobins in der Volumeinheit des zirkulierenden Blutes 
eine Vermehrung erfahren. Fir kleine Tiere, Kaninchen, Ratten, 
Meerschweinchen ist eine betriichtliche Vermehrung der Blut- 
korperchen schon in Héhen unter 2000 Meter bereits von 
Miescher!) und seinen Mitarbeitern festgestellt worden, und 
alle folgenden Untersucher, wir nennen nur Abderhalden,?) 
Koa) und Giacosa,‘) haben dies bestatigt. Abderhalden 
fand bei diesen Tieren auch einen vollstaéndigen Parallelismus 
zwischen der Zahl der Blutkérperchen und dem Gehalt an Hi- 
moglobin, und es ergab sich kein Unterschied zwischen dem 

!) F. Miescher, Korrespbl. f. Schweiz. Arzte, 1893, S. 809; Arch. 
f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 39, S. 464 (1897); F. Egger, ibidem, Bd. 39, 
S. 426; J. Karcher, FE. Veillon und F. Suter. ibidem, Bd. 39, S. 441: 
F. Suter und A. Jaquet, Korrespbl. f. Schweiz. Arzte, 1898, Nr. 4: 
A. Jaquet, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd, 45, 5. 1, 1900; A. Jaquet, 
Baseler Rektoratsprogr., 1904, auch Miescher, gesammelte Abhandl.. 
S, 328—529. 

?) EK. Abderhalden, Zeitschr. f. Biol., Bd. 43, S. 125 u. 443, 1901; 
Pfliigers Arch., Bd. 92, S. 615, 1902. 

3) P. Giacosa, Diese Zeitschrift, Bd. 23, S. 326, 1897. 

*) Foa, Arch. ital. de Biol., Bd. 41, S. 93 u. 101 (1904). 
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peripheren Blut und dem aus den grofen Gefiiben entnommenen. 
Anders liegen die Verhiltnisse dagegen beim Menschen. Hier 
sahen gleich die ersten Untersucher der Miescherschen Schule 
keineswegs die genaue Gesetzmibigkeit, die sie beim Kaninchen 
beobachtet hatten. Die Blutkérperchenvermehrung schien zwar 
da zu sein, aber mit der Hamoglobinvermehrung haperte es, 
und es ist deshalb schwer verstiindlich, wie die Blutkérperchen- 
vermehrung beim Menschen durch Jahre hindurch als eine si- 
chere Tatsache gelten und als das Kernstiick der physiolo- 
gischen, ja selbst der therapeutischen HOhenwirkung betrachtet 
werden konnte. Das Vertrauen auf die Zuverliissigkeit der Blut- 
kOrperchenzahlungen war so grof, dali besondere Theorien er- 
sonnen wurden, um zu erkliiren, weshalb das Hiimoglobin sich 
nicht in entsprechendem Mabe vermehrte wie die BlutkOrperchen. 
Und das alles, obwohl gegen das Bestehen der BlutkOrperchen- 
vermehrung in der Hohe beim Menschen seit Jahren energischer 
Widerspruch erhoben wurde. Wir nennen nur die Untersuchungen 
von Zuntz und seinen Schiilern, nach denen die Blutk6rperchen- 
zihlung im peripheren Blut der Zuverlissigkeit entbehrte, und 
die niemals eine sichere Vermehrung finden konnten.!) 

Die Widerspriiche in der Frage der Blutkoérperchenver- 
mehrung scheinen heute durch die Untersuchungen von Biirker 
zum guten Teil aufgeklirt worden zu sein. Biirker?) zeigte 
namlich, dafi die bisher allgemein benutzte Ziihlkammer von 
Thoma-Zeib in der Hohe zu hohe Werte gibt. Offenbar, weil 
die Verdunstung erhodht ist und weil bei dem notgedrungen 
langsamen Arbeiten mit der alten Kammer sich das Blut kon- 
zentriert. Biirker hat daher eine neue Zihlkammer konstruiert 
und mit dieser durch eingehende Untersuchungen festgestellt, 
daf in einer HOhe von 1800 Meter wirklich eine ganz geringe 
Vermehrung der Blutkérperchen beim Menschen nachzuweisen 


') N. Zuntz u. Mitarb., Héhenklima und Bergwanderungen, Berlin 
1906. Daselbst ist die Literatur eingehend zitiert. 

*) K. Biirker, Pfliigers Arch., Bd. 107, S. 426, 1905, Bd. 118 (1907); 
Bd. 142, S, 337 (1911); Zentralbl. f. Physiol., Bd. 25, Nr. 23 (1911): Verh. 
d. Kongr. f. inn. Med., 1911. — Vgl. auch A. v. Koranyi, Phys. Chem 
u. Med., Bd. 2. S. 68. 
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ist. Er beobachtete bei 4 Versuchspersonen anfangs eine ge- 
ringe Vermehrung, dann eine Abnahme und alsdann eine lang- 
same Vermehrung, die in 3—4 Wochen ihr Maximum erreichte. 
Die Vermehrung betrug aber nur 4—5°/e, was allerdings die 
Versuchsfehler, die nach Biirker nicht mehr als 2 '2°/o be- 
tragen, tibersteigt, wenn auch nur um ein Geringes. Man kann 
wohl ruhig sagen, dali eine derartige Vermehrung nicht das 
allgemeine Interesse auf sich ziehen wiirde, ware nicht friiher 
mit ungeniigenden Methoden eine stiirkere Vermehrung fest- 
gestellt worden. 

In grOBeren Hohen hat man friiher sehr viel starkere Ver- 
mehrungen beobachtet.!) Dieselben haben sich indessen auch 
hier durchaus nicht alle bestitigt; so sind z. B. gewisse 
Angaben tiber eine rapide Vermehrung der BlutkOrperchen 
bei Ballonaufstiegen berichtigt worden.?) Cohnheim und 
Kreglinger*) bestimmten den Hamoglobingehalt von mensch- 
lichem Blut mit dem Apparat von Haldane und konnten 
in 2900 und 4500 Meter in 12 Tagen keine Vermehrung 
sehen. Das gleiche Instrument benutzten Masing und Mora- 
witz‘) am Colle d’Olen, Douglas®) in Teneriffa, Ward®) am 
Monte Rosa. Masing und Morawitz fanden eine Vermehrung 
von etwa 5°/o, bei Douglas stieg die Sauerstoffbindung bei 
dem einen Beobachter von 18 auf 20°/o, bei dem anderen we- 
niger deutlich. Ward sah, dali der Hiimoglobingehalt von durch- 
schnittlich 101 in London auf 98—-106 in Zermatt und auf 107 
bis 115 auf der Margheritahiitte stieg. Kleine Steigerungen sind 
daher auch nach diesen Bestimmungen vorhanden, wenn auch 
immer dazwischen Werte liegen, die jedwede Vermehrung ver- 


'! . Cohnheim, Ergebn. f. Phys., II, Biochemie, 5S. 612, 1905. 
Kine weitere Zusammenstellung der Literatur fiir die Ergebnisse der Phy- 
siologie 1912 von Cohnheim ist im Druck. 

2) L. Lapique, C. r. soc. biol., Bd. 57, S. 188, 1904. 

‘) O. Cohnheim und G. Kreglinger, Diese Zeitschrift, Bd. 68, 
S. 413, 1909. 

‘) E. Masing und P. Morawitz, Deutsch. Arch. f. klin. Med.. 
Bd. 98, S. 301, 1910. 

*) C. D. Douglas, Journ. of Phys., Bd. 40, S. 473, 1910. 

*) R. O. Ward, ibidem. Bd. 37, S. 378, 1908. 




















Zur Physiologie des Wassers und des Kochsalzes. bo 


missen lassen. Da aber von anderer Seite, z. B. von Fuchs’) 
eine Himoglobinvermehrung im Hochgebirge auch beim Menschen 
neuerdings wieder behauptet worden ist, hielten wir es fiir 
zweckmiabig, die BlutkOrperchenzahl und die Hiimoglobinmenge 
in der Hohe mit verschiedenen Methoden nebeneinander zu 
bestimmen, um die Widerspriiche womdglich aufzuklaren. 

Wir waren vom 31. VII. bis 13. VIII. 1911 in dem Colle 
d’Olen-Laboratorium, dazwischen vom 3. bis 6. VIII. in der Mar- 
gheritahiitte. Wir wollen auch an dieser Stelle nicht verfehlen, 
dem Direktor des Istituto Mosso. Herrn Dr. Aggazzotti, fiir 
seine stets bereite, liebenswiirdige Unterstiitzung unseren herz- 
lichsten Dank auszusprechen. Wir danken ferner dem Zentral- 
ausschuf des Deutschen und Osterreichischen Alpenvereins fiir 
einen Beitrag, den er uns fiir unsere Untersuchungen gewihrt 
hat. Wir sind dadurch in die Lage versetzt worden, die wich- 
tigeren Apparate zur Bestimmung der Blutkonzentration neben- 
einander zu benutzen und zu vergleichen. 

Fiir kiinftige Besucher des Istituto Mosso sei bemerkt, dab 
wir die Apparate dem Direktor des Instituts itibergeben haben 
und da sich jetzt aufer der alten Thoma-Zeilischen Ziahl- 
kammer in dem Institut auch ihre neue Modifikation von Biirker 
befindet, sowie die Apparate von Sahli, Haldane, Auten- 
rieth und Konigsberger und Gritzner. 

Teilnehmer waren: 

Q. Cohnheim, 38 Jahre, 171 Zentimeter, 84 Kilogramm. 


G. Kreglinger, 59 » 186 ; 78 , 
L. Tobler, 34 > 175 ; 65 
O. Weber, 35 » 166 2 64 


Wir sind alle an den Aufenthalt in den Bergen gewohnt, 
waren aber im Beginn der Versuche ganz untrainiert. 

Die Blutuntersuchungen haben wir zunachst an uns selbst 
gemacht. Die Blutentnahme geschah aus der Fingerbeere. Der 
Schnitt wurde mit dem Schnepper so gro gemacht, daf nicht 
nur ein Tropfen austrat, sondern genug Blut vorhanden war, 
um 4 oder 5 Bestimmungen nebeneinander ausfiihren zu kinnen. 


') R. Fuchs, Erlanger phys.-med. Soc., Bd. 40, 1908. 
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Der erste austretende Tropfen wurde entfernt. Wir glauben auf 
diese Weise wirklich den Hiimoglobingehalt des zirkulierenden 
Blutes ermittelt zu haben, verweisen tibrigens auf die Bestim- 
mungen von Cohnheim und Kreglinger, nach denen starkste 
oder sehr schwache Durchblutung der Haut (Hitze- und Kiilte- 
wirkung) keinen Einfluf auf den Hiimoglobinwert des entnom- 
menen Blutes hat. Wir méchten ausdriicklich betonen, dab 
diese Genauigkeit vielleicht nur fiir die Fingerbeere gilt, die ja 
sehr viel stiirker mit Blutgefiiien versehen ist, als die meisten 
anderen Teile der Haut. Man trifft hier in ein so dichtes Ka- 
pillarnetz, dab es gleichgiiltig ist, wenn sich dazwischen wirklich 
einige Vasa serosa befinden, die tibrigens wohl beim Menschen 
bisher nicht mit Sicherheit beobachtet sind. In den Finger- 
beeren sind ja auch arterio-vendse Anastomosen vorhanden, 
die man eventuell treffen kann. 

Die Blutkérperchenzahlung (Tobler) wurde mit der Biir- 
kerschen Ziihlkammer vorgenommen und immer 100 Quadrate 
geziihlt. Von den Hiaimoglobinbestimmungsmethoden, die wir 
ausfiihrten, scheint uns die schiirfsten Werte diejenige mit dem 
Haldaneschen Apparat zu ergeben, wobei freilich zu beriick- 
sichtigen ist, dafs der von uns, der diese Bestimmungen machte 
(Cohnheim), mit dem Apparat besonders gut eingetibt war. 
Kin Einwand gegen die Zuverliissigkeit der Haldaneschen Me- 
thodik laBt sich auch aus Barcrofts!) neuen Befunden nicht 
herleiten, da die maximale Sittigung des Hiimoglobins mit 
Kohlenoxyd durch die Veriinderungen der Dissoziationskurve, 
die Bareroft beschreibt, nicht beriihrt wird. Auf dem Colle 
d’Olen ist Leuchtgas nicht zu haben; das Kohlenoxyd wurde 
durch Erhitzen von Oxalsiure mit Schwefelsiiure und Absorption 
der Kohlensiiure durch Natronlauge gewonnen und in einer 
Flasche aufbewahrt, aus der es durch eine Pipette entnommen 
wurde. Auf diese Weise labt sich die Bestimmung auch aufer- 
halb des Laboratoriums vornehmen. Die abgelesenen Werte 
sind direkt angegeben, sie sind bekanntlich auf einen Normal- 


') J. Barcroft und M. Camis, Journ. of Phys., Bd. 39, S. 115. 
1909. J. Barcroft und F. Roberts, ibidem, Bd. 39, S. 143, 1909. J. Bar- 
croft, ibidem, Bd. 42. S. 44, 1911. 
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gehalt des Blutes von 100 bezogen. Wir hatten 2 Rohrchen 
und Vergleichsrohrchen zur Verfiigung, die tibereinstimmende 
Werte ergaben. 

Zu den Bestimmungen mit dem Sahlischen Apparat 
(Kreglinger, Tobler) standen uns zwei Apparate zur Ver- 
figung. Der Sahlische Apparat ist bekanntlich so geeicht. 
dai dem normalen Himoglobingehalt die Zahl 80 entspricht. 
Wir haben die abgelesenen Zahlen angegeben, sie aber auber- 
dem alle im Verhiiltnis 80: 100 umgerechnet, um einen be- 
quemen Vergleich mit den Haldaneschen Zahlen zu ermdég- 
lichen. Es ergab sich, dafi in der grofen Mehrzahl der Fiille 
die Ubereinstimmung eine ganz voraiigliche war. B lurker?) 
hat den Sahlischen Apparat auf absoluten Hiimoglobingehalt 
geeicht und gibl an, dai man den absoluten Hiimoglobingehalt 
erhalt, wenn man die abgelesene Zahl mit 0,173 multipliziert. 
Fiir den Wert 80 gibt das einen Hiimoglobingehalt von 13,8°/o. 
Der Apparat von Haldane ist so geeicht, dai sein Wert 100 
einem Sauerstoffbindungsvermégen von 18,5°/o entspricht. Nun 
bindet 1 g Hiimoglobin 1,34 ccm Sauerstoff, und es berechnet 
sich daher fiir den Wert 100 bei Haldane ein Hiimoglobin- 
gehalt von 13,8°/o. Die Ubereinstimmung mit Biirkers Kichung 
ist ausgezeichnet. 

Bei dem Sahlischen Apparat wird das Hiimoglobin be- 
kanntlich durch Salzsiure in Haématin verwandelt und dies mit 
einer Vergleichslésung verglichen. Auf demselben Prinzip beruht 
ein neuer Apparat von Autenrieth und Koénigsberger:?) 
auch hier werden 20 cmm Blut mit Salzsiiure versetzt; die 
Flissigkeit kommt aber dann in ein kleines Gefif mit geraden 
Winden, das immer bis zu einer bestimmten Marke aufgefiillt 
wird, und die Messung erfolgt wie bei dem Griitznerschen 
Apparate so, dai ein VYergleichskeil hin und her bewegt wird, 
bis er und das Gefiifi mit Hamatin gleich hell sind. An einer 
Skala liest man ab, wie weit der Keil verschoben ist, und sucht 
auf einem beigegebenen Kurvenblatt den zugehdrigen Hiimo- 


') K. Biirker, Pfliigers Arch., Bd. 142. S. 273, 1911. 
*) W.Autenriethu. J.Kénigsberger, Miinch. med. Wochenschr., 


~~~ 


1910, S. 998. F. Samuely, ibidem, 1910, S. 1545. 








68 Otto Cohnheim, G. Kreglinger, L. Tobler und O. H. Weber, 


globinwert auf: man kann sich den Apparat aber auch selbst 
eichen. Die dem Apparat beigegebene Kurventafel ist auf den 
Sahlischen Apparat eingestellt, so daf die Norm des Himo- 
globins 8O ist. Wir haben es vorgezogen, die Werte fiir die 
Norm 100 anzugeben. Wie bei allen kolorimetrischen Bestim- 
mungen mufs man sich mit dem Apparat einiiben. Nach er- 
langter Ubung fanden wir, daf die Ablesung sehr genau ist. 
Da das allmihliche Zusetzen von Flissigkeit zu der Blutlosung 
weefiillt, ist der Apparat zweifellos bequemer zu handhaben 
und birgt weniger Fehlerquellen als die anderen Apparate. Kin 
gewisses Bedenken kann nur die grobe Weite des Troges ein- 
floben, da man bei dem Auffiillen sehr genau darauf achten 
mu}, dafi der Trog gerade steht. Sehr viel ernster ist ein 
Bedenken, das Stiiubli'!) gegen den Apparat erhoben hat. Er 
fand niimlich, daB infolge des starken Uberschusses der Salz- 
siure ein Nachdunkeln der Lésung eintritt, und dai man infolge- 
dessen verschiedene Werte erhilt, je nachdem ob man sofort 
oder nach einigen Minuten abliest. Ob sich durch Verwendung 
von weniger Salzsiiure diese Schwierigkeit beseitigen laft, ver- 
mogen wir nicht zu sagen. Unsere Versuche waren zufallig immer 
so eingerichtet, dali wir mit dem Apparat von Autenrieth und 
KoOnigsberger zuletzt ablasen, so dai die Gefahr des Nach- 
dunkelns wohl nicht sehr groB war. Einzelne Werte, die ganz 
aus dem Rahmen herausfallen, mOgen aber auf diese Weise 
erkliirt werden, sonst war die Ubereinstimmung eine gute. 
Die Resultate der Blutuntersuchungen sind in Tabelle | 
zusammengefafit. Die Bestimmungen in Lausanne erfolgten 
morgens gleich nach dem Aufstehen. Die Ankunft mit der Bahn 
in Varallo geschah am Nachmittag des 30. Juli und die Be- 
stimmungen wurden gleich hinterher, mehrere Stunden nach 
der letzten Nahrungsaufnahme, vorgenommen. Der Aufstieg 
von Alagna zum Colle d’Olen wurde am Nachmittag und Abend 
des 31. Juli ausgefiihrt, die erste Bestimmung oben haben wir 
am nichsten Vormittag gemacht. Es war 4 Stunden nach dem 
Friihstiick, nach vorausgegangener Laboratoriumsarbeit. Auch 


') Stiubli, Miinch. med. Wochenschr., 1911, 5S. 2429. 
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die spateren bestimmungen am Colle d Olen und in der Mar- 
gheritahiitte sind unter gleichen Bedingungen gemacht worden, 
mit Ausnahme einiger Bestimmungen auf der Margheritahiitte, 
die unmittelbar nach einer Steigarbeit stattfanden. 

Aus diesen Blutuntersuchungen lat sich eine erhebliche 
Vermehrung des Himoglobins und der Blutkérperchen in der 
Hohe nicht entnehmen. In 12 Tagen war die Vermehrung so 
gering, dah sie die Fehlergrenzen jedenfalls nicht sicher tiber- 
steigt. Wir haben ferner an Dr. Aggazzotti, der sich damals 
schon etwa 3 Wochen auf dem Colle d’Olen befand, eine Blut- 
untersuchung vorgenommen. Sie hatte folgendes Ergebnis: 


Haldane 105 
Sahli 84: 105 

84: 105 
Autenrieth und Kénigsberger 26: 102 
Rote blutkorperchen 5,432 OOO. 


Von Dr. Aggazzotti haben wir keine Bestimmungen aus 
der Ebene, aber die Werte sind nicht anders als bei uns, und 
als man sie bei einem gesunden jiingeren Manne auch in der 
Ebene finden wirde. 

Ferner haben wir Blutuntersuchungen an 2 Hunden vor- 
genommen. Cohnheim und Kreglinger haben die Hypothese 
aufgestellt, dafi der grofie Unterschied in bezug auf die Himo- 
globinvermehrung, der zwischen Kaninchen und Mensch besteht, 
auf der verschiedenen Entwicklung des Wasserwechsels beruht. 
Infolge der gesteigerten Verdunstung in der HoOhe muBb es bei 
allen durch Lungen atmenden Tieren zu einer starkeren physi- 
kalischen Wasserabgabe in der HOhe kommen. Bei dem Menschen, 
der des Schwitzens wegen auf Wasserverluste eingerichtet ist, 
wird dieser Wasserverlust sofort wieder gedeckt. Bei dem 
Kaninchen dagegen, das keine Wasserabgabe zum Zwecke der 
Kntwarmung kennt, ist dieser Regulationsmechanismus nicht oder 
so mangelhaft entwickelt, daB jeder Wasserverlust das Blut 
konzentriert. Diese Annahme wiirde alle beobachteten Tat- 
sachen gut erkliren. Zur weiteren Priifung war es wiinschens- 
wert, den Hund zu untersuchen, der ebenfalls zum Zwecke der 
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Tabelh 
Kreglinger Cohz 
oe ee - | Blut |Hal- . 
‘ $ ; 
dane, ak | aa. | koérper [dane va 
| 
Heidelberg, 100 m, 26. VIL = — — -— 102 | 80 = 1 
Heidelberg, 100 m, 27. VII. — -- — -- — 
Lausanne, 483 m, 30. VIL. 106 | 81 == 101 | 32 — 97 -— 106 | 86 = [7 
Varallo, 4o1 m, 30 VIL. 86 | 83 = 104/32 =97 -- 106 | 86 = {07 
80 = 100 
Colle dOlen, 2900 m, 1. VIIL 95 |170=—88 |31=—97 |5,040000] 98 | 78=% 
Margheritahiitte, 4560 m, 3. VIIL, » Ia 1o (ler , 
y QO— bay 2 = ‘ — OS | O44 = {i 
gleich nach Ankunft 02 {4 . ' mes ie 
Margheritahiitte, 4560 m, 4. VIII] 92 |67= 8) | 37 = 89 — 96 | 80 = I 
arsheritahiitte. 456 5. V 
Margheritahiitte, 4060 m, 5. VIIL,| gg | go — 78 or a _ 
nach Bergbesteigung 
argheritahiitte, 456 5.V - 
Margheritahiitte, 4560 m, 8. VII. es 165 =8!1 ae = 104 |85 —1 
nachmittags 
Colle @Olen, 2900 m, 8. VI. | — — — —~ rin 
Colle d’Olen, 2900 m, 11. VIIL. 97 1|77=—96 |36=85 |4,848000] 105 | s80= 1) 
Heidelberg, 13. IX. — _- — - — |St—1' 























Entwirmung seine Wasserabgabe steigern kann, und zwar durch 
die bekannte beschleunigte hachelnde Atmung. Die Wasser- 
abgabe erfolgt bei inm ebenso prompt wie beim Menschen, aber 
in anderer Weise. Bei noch anderen Tieren, Schweinen und 
Rindern, hat Abderhalden eine Konzentrierung des Blutes 
in der Héhe nachgewiesen, aber eine viel geringere als beim 
Kaninchen und der Ratte. Diese Tiere sind so grof, daB sie 
sicherlich eine physikalische Warmeregulation besitzen, aber 
die Bewegung der domestizierten Tiere ist so gering, dah die 
Wirmeregulation durch Wasserverdunstung bei ihnen keine 
grobe Rolle spielt. 

Wir haben an 2 Hunden Blutuntersuchungen gemacht, die 
aus Turin nach Varallo (451 m) geschickt worden waren. An 
dem grOBeren ausgewachsenen Hunde haben wir nur Blut aus 
den Ohrgefiiben untersucht. 
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heim Tobler Weber 
Blut- JHal- ¢ 7 Blut- ~Hal- . Blut- 
. Dé AL u. RK, ns é - 
A korper [dane bbl A. u. K kérper [dane Sahli | A.u. K kOrpet 
| | | | | 
99 14.832 000) -— | 29 == 99 14,504 OOO} — i | 
4.496 OOOP — (85 —- 106 26 == 103'4,608 000] — | | 
| a | | 
| | 
| -- -— 80 == 100) 100 | 24 = 105, 
| 
| ' | 
4,552 OOO} 101 |78 = 98 | 24 = 105)4,.240 000} 93 (78 = 98 |26 == 102)5,120 000 
| 
» — 108 102 (80 = 100) 26 = 103) 4 /70 85 |26 = 103 sen 
} } 
| | | 
I7 = 103 a 106 (30 = 100} 29 = 100 _— 96 “6 95 |29 = 98 
| | 
96 |67 = 84 | - | — | | _ | 
| | | | | 
| 
103) — 98 175 = 96 | 29 = 99 102 72 - YO 27 OL _ 
} | 
" ot ae | cl | | 
2) 10415,176 OOO} — (85 = 105) 27 = 103) = — 97 (82 —= 102/27 — 101}5,536 000 
b.) -- 100!5,408 000} 102 80 = 100 28.5 = 100/4,821 000) — | — | - 4 
i. | j . | | 
109/5,064 000} — {80 = 100, 26 = 102/5,000 000 |80 100)}27 = 1015.54 i (KM) 
| | 27 = 103} | | | 
Tabelle II. 
Haldane Sahli A.u. K. | ,,, Blut 
korperchen 
Varallo OH _— a“ 
Colle dOlen 1. Tag 93 70: 88 26: 103 —— 
> 11. > 96 74:96 31:96 6.352 OOO 


Bei dem kleineren jungen Hunde haben wir in Varallo 
und das erste Mal am Colle d’Olen auch Ohrblut entnommen. 
das zweite Mal am Colle d’Olen Carotisblut untersucht. 


Tabelle IIL. 
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Also auch beim Hunde konnte eine Vermehrung des Himo- 
globins und der Blutkérperchen nicht oder nur im allergeringsten 
Umfange nachgewiesen werden. Bei dem kleineren Hunde haben 
wir das Carotisblut noch zu folgendem Versuch benutzt. Wir 
haben das Blut defibriniert und darin mit den verschiedenen 
Apparaten Himoglobinbestimmungen gemacht. Zum Vergleich 
haben wir 10 ccm Blut mit physiologischer Kochsalzlésung ver- 
diinnt, die Blutkérperchen abzentrifugiert und auf der Zentri- 
fuge griindlich mit Kochsalzl6sung gewaschen. Dann wurden 
die Blutkérperchen mit Wasser in LOsung gebracht und unter 
Zusatz von viel Kochsalz mit wenig Essigsiiure durch Aufkochen 
koaguliert. Das Koagulum wurde mit Wasser chlorfrei ge- 
waschen, mit Alkohol und Ather gewaschen, im Trockenschrank 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. Das Koa- 
gulum wog 0,721 g. Aus den Zahlen von Haldane und Sahli 
kann man, wie oben erwahnt, die Berechnung des Hamoglobin- 
gehaltes vornehmen. Nach Haldane (50) miSten in 10 ccm 
Blut 0,69 g Hiimoglobin vorhanden sein, nach Sahli (38) 0,67 g. 
Die BlutkOrperchen enthalten auBer dem Haémoglobin noch etwas 
Stromaeiweif und so kann der etwas zu hohe Hiimoglobingehalt 
nicht wundernehmen, die Ubereinstimmung ist vielmehr leid- 
lich gut, vor allem zeigt sich auch, wie gut die Apparate mit- 
einander tbereinstimmen. 

Um iiber die gesteigerte Wasserabgabe auch des Menschen 
in der Hohe Klarheit zu gewinnen, haben wir auch diesmal 
wieder eine Reihe von Wiagungen, abends und morgens, ge- 
macht. Sie zeigen in der Hohe einen starkeren Gewichtsver- 
lust als in der Ebene. Wir fassen die Zahlen mit denen von 
1909 in der Tabelle 4 zusammen. 

Das wesentliche Resultat unserer Blutuntersuchung ist, dah 
wir auch diesmal, wo wir mit verschiedenen Methoden arbeiteten, 
die Hiimoglobinvermehrung im Hochgebirge vermibt 
haben. Wir haben damit die Ergebnisse von Cohnheim und 
Kreglinger und Masing und Morawitz durchaus bestatigt 
und kénnen mit Bestimmtheit sagen, daf in 14 Tagen in 2900 
und 4500 m Hohe eine stiirkere, physiologisch in Betracht 
kommende Himoglobinvermehrung beim Menschen und beim 
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Hunde fehlt. — Unmittelbar nach anstrengenden Bergbe- 
steigungen haben wir auch diesmal ein Sinken des Hiimoglobin- 
gehaltes gesehen, wie dies Cohnheim und Kreglinger schon 
beobachtet haben. Die Erscheinung konnte bisher nur im Gebirge 
beobachtet werden. Es stimmt damit iiberein, daB nach den 
Angaben von Biirker das Blut im Hochgebirge tiberhaupt auf- 
fallend labil ist. 
Tabelle IV. 











Cohnheim ‘Kreglinger. Tobler Weber 





| 
| ] | 
Ebene / 360} RRO | _ 
tt | 150) in za 
300 300 | reichen Be- | - 
243 _- | stimmungen | a 
292 | — | schwankend | 
350 | — | zwischen | —- 
43 | — 150—300 | — 
| 295 | mo | | ~ 
Colle dOlen | 330 || 630s | |S 800 
51080 750 | 400 
| 100 | 550 | — | — 
| 330 | _ | — | — 
| de be Pe! | - 
Magheritahiitte | 350 | 200 | 450 325 
| B25 | 600 300,850 
| 150 | 500 | 250 300 
| 390 | MOO | 7 | 
| 340 250 “ | 
| 350 30000 me | Sai 


Das negative Resultat dieser Blutuntersuchungen steht im 
Kinklang mit den Bestimmungen des Sauerstoffverbrauchs, die 
Durig und seine Mitarbeiter gefunden haben.!) Der Sauerstoff- 
verbrauch war in der Hohe deutlich gesteigert, veriinderte sich 
aber auch bei wochenlangem Aufenthalt nicht im geringsten 





A. Durig und Mitarbeiter, Denkschr. d. Wiener Akademie, Bd. 86, 
1911. Speziell S. 293 und 549. 
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und ebenso blieb der Partiardruck des Sauerstoffs und der Kohlen- 
siiure in der Alveolarluft wahrend dieses Aufenthaltes ganz unver- 
iindert. Ebensowenig haben Douglas und Ward eine Anpassung 
des Gaswechsels an die Héhe beobachtet. Anscheinend verfiigt 
der Mensch nicht tiber Regulationsvorrichtungen, um den ver- 
minderten Sauerstoffdruck ausgleichen zu kénnen. Ks ist tibrigens 
ja auch keineswegs sicher, daf eine Konzentrierung des Blutes 
wirklich eine niitzliche Regulation wire. Jedenfalls ist sie nicht 
gefunden. Daf bei jahrelangem Aufenthalt in der Hohe eine 
Anderung der Blutzusammensetzung eintreten kann, das ist mit 
diesen negativen Befunden natiirlich nicht ausgeschlossen. Die 
ilteren franzOsischen Befunde von Bert und Viault sind bis 
heute nicht aufgekliart. 

Wie andere Autoren haben auch wir an uns selbst eine 
ausgesprochene Hohenwirkung beobachten kénnen. Am Colle 
dOlen allerdings nur in sehr geringem Umfange, obwohl wir 
alle direkt aus der Ebene kamen und untrainiert waren. Das 
einzige, was uns hier auffiel, war eine leichtere Ermiidbarkeit 
der Atemmuskeln beim Reinigen und Ausblasen der Pipetten. 
Beim Aufstieg zur Margheritahiitte aber und wiihrend des Auf- 
enthaltes oben machten sich die seit Saussure so oft be- 
schriebenen Erscheinungen der Atemnot bemerklich. Schon nach 
kurzer Arbeit kam es zu Ermiidung und Lufthunger, die nach 
kurzer Kuhe wieder verschwanden. Bei dem letzten Anstieg 
vom Firnfeld zur Htitte muBbte alle 60—100 Schritte pausiert 
werden. In der Hiitte machte jedes Biicken Dyspnoe. Wihrend 
der Ruhe, besonders nachts, zeigten alle Teilnehmer St6rungen 
des Allgemeinbetindens, gelegentliche Kopfschmerzen, gestorten 
Schlaf, auch Anfiille von Herzklopfen. Die Unlust zu k6rperlicher 
Arbeit war bisweilen sehr stark. Auffallenderweise war Cohn- 
heim, der 2 Jahre vorher am wenigsten gelitten hatte, diesmal bei 
weitem am stiirksten befallen, wihrend Kreglinger erheblich 
weniger alliziert war als 2 Jahre vorher. Als reine H6henwirkung 
kénnen diese StOrungen vielleicht nicht angesehen werden, der 
unphysiologische Zustand des physiologischen Laboratoriums der 
Margheritahiitte, vor allem der enge und nicht ventilierte Schiaf- 
raum sind dafiir vielleicht mit verantwortlich. 
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Cohnheim und Kreglinger!) haben 1909 beobachtet, 
dafi durch sehr starkes Schwitzen ein solcher Chlorverlust her- 
beigeftihrt werden kann, dafi es in den folgenden ‘lagen zu einer 
starken Chlorretention kommen mul, um die erschdpften Vor- 
rate wieder aufzufiillen, und daf die Chlorvorriite des Kérpers 
durch starkes Schwitzen soweit erschépft werden kénnen, dab 
die Salzsiiuresekretion im Magen leidet. Diesmal beabsichtigten 
wir, uns mit den Folgen der starken Kochsalzabgabe dureh den 
Schweili in bezug auf den Wasserwechsel des KOrpers zu be- 
schaftigen. Unser Versuchsplan bestand darin, mehrere Male 
durch Bergbesteigungen starke Schweifverluste herbeizufiihren 
und bei einem Teile der Versuche dieses Chlor mit der Nahrung 
zu ersetzen, bei einem anderen Teile der Versuche aber chlor- 
frei zu leben. Dabei sollte die Ausscheidung des Wassers 
und des Kochsalzes und das Verhalten des Korpergewichts 
studiert werden. 

Das Chlornatrium der Nahrung wurde teils den Speisen 
zugesetzt, teils waren wir aber gezwungen, chlorhaltige Speisen 
aufzunehmen, und mulfiten deren Chlorgehalt erst bestimmen. 
Zu diesem Zwecke wurden Anteile der Speisen nach Neumann 
auf feuchtem Wege verascht und die dabei freiwerdende Salz- 
sdure in Silbernitrat aufgefangen und das Chlor nach Volhard 
titriert. Die Angaben sind in Chlornatrium gemacht. Es enthielten 


Tabelle V. 
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‘')} O. Cohnheim und G. Kreglinger, Diese Zeitschrift, Bd. 63, 
S. 413, 1909. 
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Den Chlorgehalt der anderen Nahrungsmittel (frisches 
Fleisch, Zucker, Schokolade, Makkaroni, eingemachte Friichte) 
haben wir vernachliassigt. Das Wasser (geschmolzener Schnee) 
war absolut chlorfrei. Im Harn wurde das Chlor nach Volhard 
titriert (Weber) und als Chlornatrium angegeben. 

Wir haben nun folgende Versuche angestellt: Am 31. VII. 
stiegen wir nachmittags und abends, meist im Schatten, von 
Alagna nach dem Colle d’Olen in die Hiéhe. Die Héhendifferenz 
betrigt 1700 m; Gehzeit 4 Stunden 55 Minuten, alle vier nahmen 
20 g Zucker und Cakes zu sich und 280 ccm Tee (Weber 
330 ccm). In der folgenden Tabelle sind die beobachtete Ge- 
wichtsabnahme und die unter Beriicksichtigung der Nahrungs- 
zufuhr berechnete Gewichtsabnahme angegeben, also die wirk- 
liche Abgabe vom KOrper. Ferner ist von dem Harn der niichsten 
Nacht der Prozentgehalt an Chlornatrium und der absolute Ge- 
halt an Chlornatrium angegeben. 


Tabelle VI. 
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Gewichts- | Berechnete | 





abnahme | Abnahme | Harn | CINa | CINa 

g | g ecm | "ly | g 

Cohnheim 1800 2100 350 | 1,25 | 43 
Kreglinger 1800 2100 320 | 1.2 | 3,84 

Tobler 1200 | 1500 295 1,6 «4,8 
Weber [500 1850 175 lL1 | 1,93 


Am 3. VIII. stiegen wir vom Laboratorium zur Margherita- 
hiitte an. Das Wetter war sonnig, aber es wehte etwas Wind, 
weshalb die Schweifverluste etwas niedriger sind als bei dem 
Aufstieg von 1909. Abmarsch 42° Uhr; Gnifettihiitte 7?5—7**: 
Lysjoch 10°*—10%5, Ankunft oben 12?!, also Gehzeit 6 Stunden 
51 Minuten, Zeitdifferenz zwischen den Wagungen etwa 9 Stunden. 
Am Nachmittage des 3. VIII. richteten wir das Laboratorium 
ein, am 4. VIII. ebenfalls Ruhe und Laboratoriumsarbeit. An 
beiden Tagen hatten wir eine gewogene etwa normale Chlor- 
zufuhr. Vom 5. VIII. wurde eine méglichst chlorarme Nahrung 
aufgenommen. Am 5. VIII. bestiegen Kreglinger und Tobler 
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die Dufourspitze. Sie waren 6! 2 Stunden unterwegs, davon 
etwa 5! 2 Stunden Gehzeit. Es herrschte Sonnenschein, aber 
ein sehr kalter Wind, sodafi die Schweifabgabe nur gering war. 
Da der Wind sich nicht legte, gingen die beiden anderen 
am nachsten Tage nicht auf die Dufourspitze, sondern es wurde 
am 6. der Abstieg angetreten, wobei nur Tee aufgenommen 
wurde. Die chlorarme Ernahrung wurde noch bis zum 7. VIII. 
fortgesetzt. Die Resultate sind die folgenden : 

Cohnheim. Anstieg: Abnahme 3200 g. 670 Getriink, 
400 Essen, 530 Harn, 120 Kot. Berechnete Abnahme 3620. 

3. VIII. Nachmittags. Zufuhbr 10,4 g Chlornatrium. 

¢. VIII. Zufuhr 14 g Chlornatrium. 

3. VII. Nachmittags. 218 Harn 1°/o Chlornatr. 2,2 ¢ ClNa. 

5. Vill. Abends bis 4. Nachmittags. 933 cem Harn 0.86°; 5 
CINa. 8,0 g ClNa. 

¢. VIII. Nachmittags bis 5. VIII. Morgens. 830 Harn 
0,86°%o 7,1 g. 

Chlorarm. . 

). Vill. Morgens bis 6. Morgens. 1,1 g Zufuhr, 980 ccm 
Harn, 0,93°/o CINa, 9,1 g. 

6. VII]. Morgens bis 7. Morgens. 1,5 g Zufuhr, 530 cem 
Harn, 0,53°/o, CINa 2,8 g. 

Abstieg. Abnahme: 950:g. Berechnete Abnahme 1100 g. 

Kreglinger. Anstieg: 1650 g Abnahme. 515 Getrink, 
385 Essen, 290 Harn. Berechnete Abnahme 2250 g. 

3. VIII. Nachmittags. 10,4 g CINa Zufuhr. 


%. VIll. 14,0 g CINa Zufuhr. 

3. VIII. Nachmittags. 320 Harn 0,94°,0 3,0 g ClNa. 

3. VII. Abends bis 4. Nach. 608 Harn 1,1°'o 6,9g CINa. 
4. VIII. Abends bis 5. friih 306 Harn 1,4°/o 4,35 g ClNa. 


Chlorarm. 

d. VIII. Morgens bis 6. Morgens. 1,2 g Zufuhr 760 cem 
Harn 1,22°'0 9,27 g. 

6. VIII. Morgens bis 7. Morgens. 2,1 g Zufuhr 750 cem 
Harn 0,57°/o 4,3 g. 

5. VIII. Bergbesteigung. Abnahme: 550g. 300 Essen, 880 
Getrank, 260 Harn. Berechnete Abnahme 1470 g. 
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6. VIII. Abstieg. Abnahme: 550 g. Berechnete Abnahme 
100 g. 
Tobler. Anstieg. Abnahme: 1650 g. 360 Harn, 535 Ge- 
triink, 365 Essen. Berechnete Abnahme 2190 g. 
5. VILL Nachmittags. Zufuhr 10,8 g ClNa. 
¢. VU. Zufuhr 12,1 g CINa. 
}. VU. Nachmittags. 275 cem Harn 1,4°'o 3,88 g CINa. 
5. Vil. Abends bis 4+. VIII. Nachmittags. 602 ccm Harn 
1.2°o 7,3 g¢ ClNa. 
+. VII. Abends bis 5. VIII. frith. 490 ecem Harn 1,06°/o 
9.2 ¢ ClNa. 
Chlorarm. 
>. Vill. Morgens bis 6. Morgens. 1,2 ¢ Zufuhr 675 cem 
Harn 1,13°/o 7,6 g. 
6. Vill. Morgens bis 7. Morgens. 2,1 g Zufuhr 660 ccm 
Harn O,6°/0 4,0 g. 
). VII. Bergbesteigung : 950 Abnahme. 280 Harn, 80 Kot, 
250 Essen, 510 Getriink. Berechnete Abnahme 1350 g. 
6. VIII. Abstieg Abnahme: 550 g. Berechnete 625 g. 
Weber. Abnahme: 2000 g. 750 Getriink, 280 Essen, 
190 Harn. Berechnete Abnahme 2580 g. 
3. VIII. Nachmittags. Zufuhr 6,9 g CINa. 
¢. VII. Zufuhr 4,8 g ClNa. 
Ausfuhr 3. VIII. Nachmittags kein Harn. 
3. Vill. Abends bis 4%. VIII. Nachmittags 950 eem 0.67%)» 
6.57 ¢@ CINa. 
+. VIII. Nachmittags bis 5. VIIL frih 550 cem 1,07°%,o 
d.9 ¢ CliNa. 
Chlorarm. 
>. VU. friih bis 6. VU. frith. 1,4 
Harn 0,56°/o = 5,4 g ClNa. 
6. VIII. friih bis 7. VII. frih. 2,1 g Zufuhr 490 cem 
Harn 0,28°/o 1,4 ¢ CINa. 
Abstieg. Abnahme: 600 g. Berechnete Abnahme 750 g. 
Am 10. VIII. wurde eine Klettertour um den Corno rosso 
und auf die Punta Straling unternommen, der Abstieg wurde 
zum Gabietsee ausgefiihrt, ein Bad im See genommen und 
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Zufuhr 970 cem 
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wieder zum Laboratorium aufgestiegen. Wir waren 10 Stunden 
unterwegs und nahmen an diesem und an den darauf folgenden 
Tagen eine chlorarme Diét ein. 

Cohnheim. Abnahme: 3350 g. 282 Harn, 2315 Getriink, 
+20 Essen. Berechnete Abnahme 5800 g. Harn bis Abends 
69 cem 0,43°/o 0,3 g CINa. 

Nachts. 390 cem 0,11°/o O.4 g ClNa. 

11. bis 12. Morgens 700 cem 0,03°'o 0.35 ¢ CINa. 

10. VII. 0,9 ¢ Zufuhr. 

11. VII. 0,9 g CINa Zufuhr. 

Kreglinger. Abnahme: 3000 g. 40 Harn, 680 Getriink, 
250 Essen. Berechnete Abnahme 3900 g. Harn bis 11. VIII. 
morgens 640 cem 0.49% 0 2,9 g ClINa. 

11. friih bis 12. friih 820 cem 0,22°/o 1,8 g. 

Zufuhr 10. VII. 1,0 g. 

Zufuhr 11. VII. 0,9 g ClNa. 

Tobler. Abnahme: 2800 g. 175 Harn, 840 Getriink, 370 
Essen. Berechnete Abnahme 3730 g. 

Harn bis Abends 205 ecm 1,05° 0 2,15 g ClNa. 

Harn Nachts 210 cem 0,22°/o 0,46 g CINa. 

11. VIII. friih bis 12. VIII. frith 705 cem 0,28°/0 1,97 g. 

Zufuhr 10. Vill. 0,9 g ClNa. 

Zutuhr 11. Vill. 0,9 g. 

Der vierte von uns, Weber, mubte am 9. abends aus 
beruflichen Griinden plotzlich abreisen und konnte an dieser 
besteigung nicht mehr teilnehmen. 

Wenn man zunichst die Zahlen fiir die Zutuhr und Aus- 
fuhr des Kochsalzes unmittelbar nach dem Aufstieg auf die 
Margheritahiitte betrachtet, also wahrend kochsalzreicher Er- 
nahrung, so zeigt sich genau wie bei den Versuchen des Jahres 
1909 eine starke Chlorretention im Korper, offenbar zur Deckung 
der Chlorverlusite durch den Schweif. Unsere Zahlen und die 
von 1909 fassen wir in der folgenden Tabelle VII. zusammen. 
Die Zahlen beziehen sich auf den Nachmittag des Aufstieges 
und den folgenden Tag bis zum tbernichsten Morgen. An 
diesem wurde zur chlorarmen Diiit tibergegangen, da eine 
starkere Retention nach den Erfahrungen von 1909 am 3. Tage 
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nicht mehr zu erwarten war. Die berechnete Abnahme ist bei 
jeder Versuchsperson hinzugefiigt. 


Tabelle VII. 





Berechnete 





Zufuhr Ausfuhr Retention 
Abnahme 

Cohnheim 1909 18.5 10.35 8.15 4000 
: 1911 24.4 17.5 458 $620 
Kreglinger 1909 21.5 10.9 10,6 3870 
, 1911 24.4 14,25 10,15 2250) 

If. 1909 18.5 +17 14.33 5800 

Kestner 1909 18.5 §.68 9 $2 +106 
Tobler Itt 22.9 16.4 6.5 2190 
Weber 1911 17,7 12.3 D4 2580 


Die Ketention wirde noch viel ausgeprigter sein, wiire 
nicht die eigentiimliche Erscheinung, dab auch bei bestehendem 
Chlormangel die Niere weiter Chlor sezernierte. Hierfiir liefern 
die oben angefiihrten Zahlen einen sehr deutlichen Beleg. Nach 
dem ersten Aufstieg zum Colle dOlen wurde bei gewohnlicher 
Ernihrung ein Harn entleert, der 1,1—1,6°/o ClNa enthielt, und 
ebenso enthielten die Harne von 3. und 4., also wahrend be- 
stehender Chlorretention, noch 1° o Chlornatrium. Ja selbst bei 
einer iiuberst chlorarmen Nahrung blieben die Kochsalzwerte 
liber 0,5°/o und sanken nur langsam. Als sich am 10. und 11. 
Kochsalzmangel und Kochsalzverluste kombinierten, sank der 
Gehalt auf 0,3, 0,22 und 0,05° 0, blieb aber immerhin noch 
auf dieser Hohe, d. h. die Tiitigkeit der Niere verschlechterte 
den Zustand des Kérpers noch und entzog den schon erschopften 
Reservoiren noch weiterhin Chlor. Dab die Kochsalzausscheidung 
bei Kochsalzmangel nicht aufhért, ist von Griinwald') beim 
Kaninchen gesehen worden. Diurese vermehrt die Chloraus- 
scheidung und kann dem Tiere dadurch gefahrlich werden. Es 
scheint, als ob die Sekretion eines ganz kochsalzfreien Harnes 
der Niere allzu grobe Schwierigkeiten bereitete, ein Umstand, der 
bei einer Theorie der Nierenfunktion jedenfalls zu beachten ist. 


') H.F. Griinwald, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 60, 5. 360, 1909 
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In unserem Versuchsplan lag es nun, wie ausgefiihrt, das 
Verhalten des Wassers bei Chlormangel zu untersuchen. Durch 
die klinischen Erfahrungen der letzten Jahre ist es ja bekannt, 
dafi CINa und Wasser im Ko6rper in einem sehr engen Zu- 
sammenhange stehen. Der eine von uns, Tobler, hat sowohl 
bei Tieren im Experiment!) als auch bei Séuglingen?) das Ver- 
haltnis des Wassers und der Salze bei plotzlichen Gewichts- 
sttirzen untersucht, die ja in der Hauptsache auf Wasserverlust 
zu beziehen sind. Tobler unterscheidet drei Phasen der Wasser- 
abgabe. Ein Teil des Wassers kann den Korper verlassen, 
ohne andere Stoffe mit hinauszunehmen; dadurch kommt es zu 
einer Konzentration der Gewebsfliissigkeiten. Tobler bezeichnet 
diesen Teil als Konzentrationswasser. Kin zweiter Teil des 
Wassers verlafit den KOrper nur zusammen mit einer bestimmten 
Menge von Salz, und Erfahrungen der kindlichen Pathologie 
haben gelehrt, dali dieses Wasser auch nur in Verbindung mit 
der entsprechenden Menge der Salze, insbesondere des Chlor- 
natriums, im Korper wieder angesetzt werden kann. Diesen Teil 
bezeichnet Tobler als Reduktionswasser. Kin dritter Teil des 
Wassers kann nur mit gleichzeitiger ZerstOrung der Gewebe 
den Korper verlassen, und eine Reparation des Verlustes in 
kurzer Frist ist nicht mehr méglich. Tobler spricht hier von 
Destruktionswasser. Dieser letztere Anteil kommt bei Gesunden 
bei unbeschriinkter Wasserzufuhr natiirlich nicht in Frage, wohl 
aber der zweite Teil. Denn es wird beim Schwitzen dem 
Korper nicht reines Wasser entzogen, sondern Wasser -{- Koch- 
salz. Es war nun die Frage, in welcher Weise sich der Kérper 
verhielt, wenn ihm zur Reparation dieser Gewichtsverluste kein 
Kochsalz angeboten wurde, und dieses zu entscheiden, haben 
wir das Verhalten unserer Koérpergewichte bei gewohnlicher, 
d. h. chlorreicher und bei chlorarmer Nahrung studiert, wenn 
wir durch Schwitzen Gewichtsverluste erzielten und der Kérper 
diese in den nachsten Tagen wieder auszugleichen versuchte. 
Die Abnahmen durch das Schwitzen, sewohl die direkt beob- 


') L. Tobler, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 62, 5. 431, 1910 
2) Derselbe, Jahrb. f. Kinderheilkunde, Bd. 73, 3. Folge, Bd. 23, 


S. 566. 1911. 
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auchteten als auch die berechneten, sind oben mitgeteilt. Die 
(reschwindigkeit des Wiederanstieges geht aus der folgenden 
Tabelle VIII hervor. Die oberen Zahlen bis zum 5. VIII. das 
ist bis zu dem durchlaufenden Strich, beziehen sich auf chlor- 
haltige Ernahrung, die Zahlen unter dem Strich auf chlorfreie. 
Die Waigungen wurden nackt vorgenommen. 

Das Fortlassen des Kochsalzes aus der Nahrung macht 
sich, wie bekannt, auch ohne Schweibverluste in einer Gewichts- 
aubnahme geltend und am 5. und 6. VIII ist eine kleine Ge- 
wichtsabnahme auch bei Cohnheim und Weber, die am 
>). Vil. keine Arbeit leisteten, bemerkbar. Sehr viel deutlicher 
ist sie bet den beiden anderen, die an diesem Tage die Dufour- 
spitze bestiegen haben. Kine weitere Abnahme zeigt sich bei 
allen vieren am 6. VILL bei dem Abstiege vom Colle d’Olen. 
Cohnheim fiihlte sich an diesem Tage wenig wohl. und die 
Nahrungsaufnahme war vermindert. Eine sehr grobe Abnahme 
zeigt dann die Klettertour auf die Punte Straling. Weber 
nahm an dieser, wie gesagt, nicht mehr teil, die drei anderen 
begleiteten ihn den Abend vorher bis zur Alp Sevii herunter 
und kehrten dann zum Laboratorium zuriick. Die HOhendifferenz 
ist rund 1000 m, und dieser abendliche Weg war die Ursache 
dafiir, dafi das Morgengewicht am 10. VIII. noch nicht wieder 
auf der alten HOhe war. Dadurech beginnen die Abnahmen am 
niichsten Tage wiihrend der chlorfreien Kost unter dem Null- 
punkt: die Kurven erscheinen weniger deutlich, aber die Chlor- 
armut war besser gesichert. In der nebenstehenden Tafel ist 
das Verhalten der Gewichte graphisch dargestellt: die aus- 
gezogenen Linien beziehen sich auf chlorhaltige, die gestrichelten 
auf chlorfreie Diat. 

Aus diesen Kurven erhellt noch deutlicher als aus der 
‘Tabelle der grobe Unterschied in dem Verlauf der Gewichts- 
kurve zwischen chlorhaltiger und chlorfreier Ernahrung. bei 
chlorhaltiger Ernihrung sind die Gewichtsstiirze, und seien sie 
noch so grobh, bis zum nachsten Morgen ganz oder fast ganz 
wieder ausgeglichen. Hiiufig findet sich an einem Ruhetage ein 
Uberschreiten des Ausgangsgewichtes vermutlich infolge des 
Muskelansatzes nach der Muskeltaétigkeit. Bei chlorarmer Er- 
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nahrung werden die Gewichtsstiirze durch Schwitzen dagegen 
nicht wieder ausgeglichen. Das Gewicht steigt nur ganz lang- 
sam wieder an, trotzdem die Wasserzufuhr und ebenso die 
Nahrungszufuhr immer unbeschrinkt waren. Es findet sich 
also nach den Schweibverlusten dasselbe wie bei den Gewichts- 
stiirzen nach Tobler, das Reduktionswasser kann nur dann 
wieder angesetzt werden, wenn gleichzeitig die entsprechende 
Menge Salz gegeben wird. 
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Durch diese Untersuchungen werden zunichst zwei kr- 
scheinungen verstiindlich, die bisher der Aufklarung harrten. 
Zuntz und Schumburg!) beobachteten bei starker An- 
strengung, die mit starkem Schwitzen verbunden war, die reich- 
liche Ausscheidung eines diinnen Harnes. Sie nahmen an, dab 
hier Giftstoffe aus dem Koérper entfernt wiirden, die bei der 





1) Zuntz und Schumburg, Die Physiol. des Marsches. Biblioth. 
von Coler, Berlin (901. 
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Muskelarbeit gebildet waren. Auf Grund unserer Beobachtungen 
nehmen wir an, dal} es sich um die Ausscheidung des Wassers 
handelt, das infolge des Durstes getrunken wurde, von dem 
Korper aber mangels Salzzufuhr nicht angesetzt werden konnte. 
Am 8. VIII. friih, also nach der ersten Nacht der Cl-armen 
Periode, haben wir die Entleerung ungewohnlich reichlicher 
Harnmengen beobachtet, die offenbar durch dasjenige Wasser 
bedingt waren, das wie auch sonst infolge des heftigen Durstes 
getrunken worden war, dem aber diesmal das zur Bindung im 
Kérper noétige Kochsalz fehlte. In direktem Zusammenhang 
hiermit steht die zweite Erscheinung, die von vielen Bergsteigern 
und Touristen besonders in der Anfangszeit ihres Bergsteigens 
schon beobachtet worden ist. Erfahreneren Touristen pflegt das 
nicht zu geschehen, unerfahrene aber geraten gelegentlich in 
die Lage, dafi sie sich tibermabig anstrengen und heftigen Durst 
empfinden, und dali sie nun aus jeder Quelle oder jedem Wasser- 
lauf trinken, aber ihren Durst nur ganz voriibergehend loschen 
konnen. Im Gegenteil, populir wird gesagt, je mehr man trinkt, 
desto durstiger wiirde man. Auch dies hingt offenbar so zu- 
sammen, dal infolge der starken Salzverluste mit dem Schweih 
das verlorene Reduktionswasser nicht wieder angesetzt werden 
kann. Sobald man etwas genieft und damit in der Regel Koch- 
salz zufiihrt, kann man seinen Durst wieder léschen. Unterwegs 
ist die Durststillung durch den Mangel an Salz erschwert. Wir 
haben den Versuch gemacht, bei anstrengenden Bergbesteigungen 
auberhalb dieser Versuche unterwegs mehr Kochsalz zu uns 
zu nehmen, als es in der Regel in dem Proviant enthalten ist, 
und wir meinten subjektiv einen gtinstigen Erfolg zu verspiiren, 
indem wir den Durst nun leichter léschen konnten. 

Ist unsere Deutung der letztbesprochenen Erscheinung 
richtig, so wiirde fiir die Allgemeinempfindung des Durstes eine 
interessante Schlubfolgerung gezogen werden miissen, dab sie 
namlich mit den Verhaltnissen der Wasserreservoire im K6rper 
zusammenhingt, und dal nicht etwa eine gesteigerte Konzen- 
tration des Blutes den Durst hervorruft. 

Bei Betrachtung unserer Kurven fiillt iibrigens auf, dab 
trotz bestehenden Chlormangels der Ansatz des Wassers im 
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Korper doch nicht vollig aufgehoben ist. Die gestrichelten, der 
chlorarmen Ernahrung entsprechenden, Kurven steigen langsamer 
an als die Normalkurven, aber sie steigen doch wieder an. In 
einem gewissen Umfange vermag also der KOrper Wasser doch 
auch ohne die entsprechende Menge von Salz anzusetzen, Kon- 
zentrationswasser von Tobler. Aus dem Nachweis des Kon- 
zentrationswassers folgt, dai Wasser und Salz nicht in einem 
absolut festen Verhiltnis stehen. Wer nach den iilteren Auf- 
fassungen an das Vorhandensein von Salzlésungen als Fliissig- 
keiten glaubt, miibte eine Anderung des osmotischen Druckes 
dieser Fliissigkeit fiir méglich halten. Die sehr viel einleuch- 
tendere Aullassung M. H. Fischers,!) der das Wasser an die 
Kolloide als Quellungswasser gebunden ansieht, rechnet aber 
vor allem auch mit dem Einflub der Salze auf die gebundenen 
Wassermengen. Aus unseren Versuchen geht hervor, dab in 
gewissen Grenzen eine Unabhiingigkeit besteht. 

Kine weitere Folge des Kochsalzverlustes ist seinerzeit 
von Cohnheim und Kreglinger beobachlet worden. Sie fanden 
niimlich, dab infolge von Chlorabgaben die Salzsiiuresekretion 
im Magen vermindert ist. Tobler?) und Cohnheim®*) haben 
seinerzeit beim Hunde beobachtet, wie leicht Chlorverluste zu 
einer StOrung der Salzsiiuresekretion fiihren, und Rosemann?) 
und Herrmannsdorfer®) haben dies unterdes an einem groben 
Versuchsmaterial bestiitigt. Beim Menschen sind zwar die Koch- 
salzreservoire recht bedeutend,") aber die damaligen Erfahrungen 
lehrten, dab sie doch durch Schwitzen erschépfbar sind. Eine 
weitere Folge der herabgesetzten Salzsiiuresekretion im Magen 
sei hier noch erwihnt.7) Wenn die Ausscheidung des sauren 
Magensaftes geringer geworden ist, so muf dem Ko6rper damit 
ein Mittel entzogen werden, sich zu entsiiuern, das Gleichgewicht 
der Siiftemasse nach der alkalischen Seite hin zu verschieben. 

') M. H. Fischer, Pfliigers Archiv, Bd. 124, 5. 69, 1908. 

*) L. Tobler, Diese Zeitschrift, Bd. 45, S. 185, 1905. 

) O. Cohnheim, Miinch. med. Wochenschr., 1907, S. 2581. 

'y R. Rosemann, Pfliigers Arch., Bd. 142, 5. 208, 1911. 

*) A. Herrmannsdorfer, ibidem, Bd. [44, 5. 169, 1912. 

*) A. Magnus-Levy, Biochem. Zeitschr., Bd. 24, 5. 363, 1910. 

') O. Cohnheim, Phys. d. Verdauung u. Ernihrung, Berlin 1908. 
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Diese Entsauerung des Korpers durch die Magensaftsekretion 
muh aber der Ermiidung, die ja zum Teil mit der Bildung von 
Milchsiiure in den Muskeln einhergeht, entgegen wirken, und ein 
Teil der Ermiidungserscheinungen nach starker Muskelarbeit 
diirfte mit diesen Dingen zusammenhiingen. 

Die Vermutung eines solchen Zusammenhanges liegt be- 
sonders nahe im Hochgebirge, wo im blute nach der Entdeckung 
von Galeotti!) und Barcroft?) organische Siuren, in der 
Hauptsache Milchsiure, auftreten. Fiir das Auftreten von solchen 
Koérpern im Harn haben wir ebenfalls einen Beitrag zu liefern. 
Cohnheim und Kreglinger haben bereits beobachtet, dab 
ihre Harne in der Hohe besonders nach starken Anstrengungen 
Permanganat reduzierten, und wir haben diese Beobachtung 
wiederholt. Wir haben je 10 cem Harn mit 3 g konzentrierter 
Schwefelséure und dann allmiihlich so lange mit einer 1°/oigen 
Losung von Kaliumpermanganat versetzt, wie das Permanganat 
noch reduziert wurde. In folgender Tabelle IX sind die Er- 
gebnisse zusammengefalit, die Zahlen geben die Kubikzentimeter 
PermanganatlOsung an. 


Tabelle IX. 

















Cohn- | Kreg- | tobler | Weber 
heim | linger 
3. VII. Besteigung . 17 | 17 17 
3.—4. >» Nacht... 16 27 26 1D 
4..— 2, > Ruhe ... -— ! 24 — 
5.—6. > ee « «. 1 4. a — 9 
5.—6. » Besteigung . 24 24 
6.—7. mene... 24 22 19 16 
10.—11. » Besteigung . 39 | 37 | 42 | 
10.—11. » Nachtharn . 39 | ~ 37 
11.—12. Ruhe ... 18 | y 28 - 
1213. » Ruhe ... 2 | wm |. Qt 


1) G. Galeotti, Arch. ital. Biol., Bd. 41, 5. 80 (1904). Auch 
A. Aggazzotti, ibid., Bd. 47, S. 55 u. 66 (1907). 
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2) J. Barcroft, Journ. of Phys., Bd. 42, 5S. 44 (1911 
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Wir dachten zunachst an K6rper der Acetongruppe und 
versetzten die Harne, die besonders starke Reduktion gezeigt 
hatten, mit JodlOsung und Natronlauge. Es trat auch ein schwa- 
eher Geruch nach Jodoform auf, und bei liingerem Stehen bil- 
dete sich ein geringer gelblicher Niederschlag. Aber die Menge, 
um die es sich handelte, kann darnach jedenfalls nur sehr ge- 
ring sein. Wir haben in 50 ccm Harn den Verbrauch an Jod 
nach den Angaben von Embden*) mit Thiosulfat titriert, der 
Verbrauch tiberstieg aber kaum die Fehlergrenzen. Die Zucker- 
proben gaben die Harne nicht, die Beobachtungen von Barcroft 
machen es wahrscheinlich, daf es sich um Milchsaure handelt. 


') G. Embden, Handb. d. Bioch. Arbeitsmethoden. 
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Uber das Verhalten der Milch zu Ammonsulfat und ein neues 
Verfahren zur Bestimmung des Milchzuckers. 
Von 


E. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


Der Redaktion zugegangen am 19. Mirz 1912.) 


Wenn man Mileh (Kuhmilch) mit dem gleichen Volumen 
gesiuttigter Ammonsulfatlosung mischt, so wird nach Jvar Bang!) 
das Casein vollstiindig ausgefillt, das Filtrat enthiilt nur kleine, 
an Menge, wie es scheint, etwas wechselnde Mengen von Eiweil. 

1. 60 com Milchfiltrat = 30 ecem Milch gaben unter Zusatz von 
Essigsture auskoaguliert, das Kiweifi ausgewaschen und bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet, 0.0883 g Eiweifs resp. nach Abzug von 0.0007 g Asche 
0.0876 g. 

2. 70 ccm Milchfiltrat gaben 0.1458 ¢ Eiweif, wovon 0,0009 Asche 

01449 Eiweil. 

>. 79 ccm Milchfiltrat gaben 0,1549 g Eiweif. 

Fir 100 cem Milchfiltrat berechnen sich danach 0,147 — 0,208 — 
0,206 g Eiweif, fiir die Milch selbst also 0,294 — 0,416 -— O,414 g nicht 
durch Halbsattigung fallbares Eiweif. 

Diese Zahlen liegen ungefihr innerhalb der anderweilig fiir den 
Albumingehalt der Kuhmilch angegebenen,*) zum Teil héher, da nach 
hiesigen Bestimmungen der Albumingehalt durchschnittlich 0,3 oder etwas 
dariiber betragt. 

Die Schnelligkeit, mit der die Mischungen aus Milch und 
Ammonsulfatlisung anfangs filtrieren und die absolute Klarheit 
der Filtrate — das Butterfett wird vollstandig zuriickgehalten 
legen den Gedanken nahe, die Fillung mit Ammonsulfat zur 


polarimetrischen Bestimmung des Milchzuckers zu benutzen. 


') C. Neuberg, Der Harn, sowie die ibrigen Ausscheidungen usw. 
Kerlin 1914, S. 1081. | 

2) Die Bestimmungen 2 und 3 sind von dem Assistenten der Ab- 
tellung Dr. E. Kretschmer ausgefiihrt. 
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Dem steht indessen der Eiweifigehalt der Filtrate entgegen, 
der zwar gering ist, immerhin aber doch in Betracht kommt. 
ks wire auch nicht modglich, eine Korrektur fiir diesen anzu- 
bringen, da die Quantitét des in das Filtrat itibergehenden 
Kiweibes etwas wechselnd zu sein scheint, eine Ausfallung des 
Kiweifes durch Erhitzen aber dem Verfahren den Vorzug der 
Kinfachheit nehmen wiirde. 

Man konnte nun vermuten, dali nach Analogie anderer 
Kiweifkorper auch die der Milch vollig ausgefallt werden wiirden, 
wenn man die Milch mit Ammonsulfat siittigt. Das ist nun 
in der Tat der Fall: Milch mit gepulvertem Ammonsulfat ge- 
siittigt, sodaf} eine kleine Quantitaét ungelést bleibt, liefert ein 
absolut klares, vollig eiweiffreies Filtrat: beim Erhitzen des- 
selben zum Sieden mit oder ohne Zusatz von Essigsiure tritt 
keine Spur von Triibung ein, ebensowenig auf Zusatz von 
Salpetersiure mit oder ohne nachfolgendes Erhitzen. 

Wollte man nun daran denken, auf dieses Verhalten ein 
Verfahren zur polarimetrischen Bestimmung zu begriinden, so 
mufte zuniichst der naheliegende Verdacht beseitigt werden, 
dal} der reichliche Niederschlag Milchzucker zurtickhalten kénnte. 
Ob das der Fall ist, konnte man durch vergleichende Bestim- 
mungen des Milchzuckers nach anderen Methoden feststellen, 
aber auch durch direkte Untersuchung des Niederschlages. 

Diese ftiihrte ich folgendermafben aus. Da die dicklichen 
Mischungen etwas langsam vollig abfiltrieren, verfuhr ich in 
allen Fiillen so, daf ich die Milch zuerst mit Ammonsulfat 
siittigte — iiber die erforderliche Quantitét weiter unten —., 
dann mit Ammonsulfatl6sung soweit auffiillte, dab das Gesamt- 
volumen das Doppelte der angewendeten Milch betrug. Es 
wurden stets 50 ccm Milch genommen und diese nach Sattigung 
mit Ammonsulfat auf 100 cem aufgefiillt. Den Niederschlag 
brachte ich auf ein nicht angefeuchtetes glattes Filter von ca. 
16 em Durchmesser, lief voéllig ablaufen und wusch den Nieder- 
schlag mit gesiittigter Ammonsulfatlbsung in der Weise, dab 
das Filter jedesmal ganz vollgegossen wurde. In der ersten 
Waschfliissigkeit lieB sich natiirlich noch Milechzucker sowohl 
polarimetrisch als mit Fehlingscher Lésung nachweisen, in 
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der zweiten nicht mehr. Der Sicherheit wegen wurde noch 
zum drittenmal gewaschen. 

Es scheint mir nicht tberfliissig, an dieser Stelle eine 
Bemerkung hinsichtlich des Nachweises des Zuckers in den 
ammonsulfatgesittigten LOsungen zu machen. Wenn man eine 
l- oder 2°/oige LOsung von Milehzucker oder Traubenzucker 
mit Ammonsulfat siittigt und dann in der iiblichen Weise mit 
Fehlingscher Losung priift, so bekommt man auch bei starkem 
Kochen und auch bei vielfacher Variation der Verhiiltnisse 
zwischen Fehlingscher L6sung und ZuckerlOsung und even- 
tuellem Wasserzusatz keine Ausscheidung von Kupferoxydul, 


ja auch keine Entfarbung. Eine positive Reaktion tritt erst 


bei Zusatz einer reichlichen Quantitit starker Natronlauge ein, 
aber auch dann mul} man einige Zeit kochen, ehe es zur Aus- 
<cheidung von Kupferoxydul kommt. Das Versagen der Reaktion 
mit Fehlingscher Losung allein beruht natiirlich auf der Um- 
setzung des Natriumhydrates mit dem Ammonsulfat bezw. der 
Loslichkeit des Kupferoxyduls in Ammoniak. 

Der durch S5maliges Waschen mit Ammonsulfatl6sung mit 
Sicherheit von anhiingendem Milehfiltrat befreite Filterriickstand 
wurde nun mit etwa 120-150 cem Wasser behandelt. Meistens 
wurde dazu der Niederschlag, so gut es ging, vom Filter ab- 
senommen und in der Reibschale mit Wasser verrieben, mitunter 
auch das Filter mitverrieben, die Mischung nach mehrstiindigem 
Stehen und wiederholtem Verreiben filtriert. Das fast ganz 
klare, nur leicht getriibte Filtrat wurde durch vorsichtigen Zu- 
satz von Essigsiure vom Casein befreit, wieder filtriert, zum 
Sieden erhitzt, vom Albumin abfiltriert, das Filtrat im Wasser- 
bad eingedampft, mit Alkohol extrahiert, filtriert, eingedampft, 
die Alkoholbehandlung noch einmal wiederholt. Es hinterbleibt 
schlieBlich in jedem Falle eine minimale Quantitiit eines gelb- 
lichen Riickstandes, der sich sehr leicht in Wasser loste. Es 
wurden so 5 Untersuchungen durchgefihrt; nur in einem Falle 
war bei der Priifung der Losung mit Fehlingscher Losung nach 
liingerem Stehen am Boden des Reagenzglases ein minimaler 
Anflug von Kupferoxydul zu konstatieren, in 4 Fillen war die 
Reaktion vollkommen negativ. Die einmal gefundene minimale 








Q? E. Salkowski. 


Zuckerspur kommt fiir die quantitative Bestimmung natiirlich 


absolut nicht in Betracht. 

Kinige beziiglich des Verhaltens des Ammonsulfatniederschlages 
gemachte Beobachtungen kann ich nicht ganz unerwahnt lassen. 

Bei der Beschreibung des Verfahrens, das ich zur Aufsuchung etwa 
in dem Niederschlag enthaltenen Milchzuckers eingehalten habe, habe ich 
gesagt, daf\ das Casein aus dem Filtrat durch vorsichtigen Zusatz von 
Essigsiure ausgefallt wurde. So war es bei dem 2., 3. und 4, der ange- 
stellten 5 Versuche, beim 1. und 5. dagegen nicht. Bei dem ersten. ganz 
schwach opalisierenden Filtrat war ein Niederschlag durch Essigsiiure 
tiberhaupt nicht zu erhalten: es anderte sein Aussehen nicht. 

Im 5. Versuch blieb das leicht getriibte Filtrat bei Essigsiurezusatz 
anscheinend ganz unveriindert, nach 48stiindigem Stehen in der Kiilte 
hatten sich aber feinste Fléckchen in minimaler Quantitél ausgeschieden. 
von denen abfiltriert wurde. 

Beim Erhitzen zum Sieden gab das Filtral von Nr. 1 ein anschei- 
nend reichliches Koagulum. Die Quantitél erwies sich zwar geringer, als 
es den Anschein hatte, betrug aber immerhin 0,203 g; da 50 ccm Milch 
angewendel waren. wiirde dieses fiir 100 ccm 0,406 ¢ ergeben. Dabei 
ist aber zu bemerken, dafs der Ammonsulfatniederschlag sicher bei weitem 
nicht quantitativ extrahierl, auch nicht nachgewaschen war. Ebenso 
verhielt sich das Filtrat von Nr. 5, es enthielit, wie gesagt, nur eine Spur 
von durch Essigsiiure ausfaillbarem Casein und 9.1726 durch Koagulieren 
fillbares Eiweih 0.3452 fiir 100 ccm Milch. 

Dagegen betrug in Nr. 2 und 3, in denen Casein reichlicher vor- 
handen war, das durch Erhitzen ausfallbare Eiweif— nur 0.0996. resp. 
0.1005 ¢ 0.1892 resp. 0,201 fiir 100 cem Milch. 

Da die stets aus derselben Quelle bezogene Milch ca. 0,3°/o Albumin 
(+- Globulin) zu enthalten pflegt oder etwas dariiber (Nr. | u. 2 betreffen 
moglicherweise dieselbe Quantitét Milch, eine Notiz dariiber vermisse ich 
leider), so liegt der Gedanke nahe, dafs unter Umstianden das Casein eine 
physikalische Zustandsveriinderung erleiden kénnte, bei der es durch 
Essigsiure unfallbar wird. Dafiir wiirde sprechen, @afi sich das auskoa- 
vulierte Albumin in Nr. 1 phosphorhaltig erwies (die anderen Nieder- 
schlage sind allerdings nicht auf P-Gehalt untersucht). Der Phosphorgehalt 
kann nicht auf Erdphosphate zuriickgefiihrt werden, denn die salpetersaure 
Lisung der Schmelze blieb eingedampft und mit Ammoniak tbersattigt, 
beim Stehenlassen ganz klar. Dieses Vorgehen — Alkalisieren der sal- 
petersauren Lisung mit Ammoniak, Priifung der aufs neue mit Salpeter- 
siure angesiuerten Lisung mit Molybdanlésung — mdéchte ich iiberhaupt 
empfehlen, wenn man auf organisch gebundenen Phosphor priifen und 
dabei Erdphosphate ausschliehen will. 

Ich kehre nun zu der Frage der Verwendbarkeit der Fall- 


barkeit durch Ammonsulfat zur Milchzuckerbestimmung zuriick. 
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Wenn man die Milch mit Ammonsulfat siittigt, tritt natiir- 
lich eine Volumszunahme ein. Da es unbequem ist, diese bei 
der Berechnung in Betracht zu ziehen, so wurde die Mischung 
stets mit gesiittiger AmmonsulfatlOsung auf 100 cem aufgefiillt. 
Dadurch wird natiirlich auch die Filtration bedeutend  be- 
schleunigt. Gegen dieses Verfahren ist nichts einzuwenden 
resp. nichts anderes, als was gegen alle derartigen Bestim- 
mungen eingewendet werden kann, niimlich, dali das Trocken- 
volumen des Niederschlages dabei — 0 gesetzt wird. Anders 
liegt dagegen die Sache, wenn etwas Ammonsulfat ungelést 
bleibt. Dieser Fehler ist natiirlich durch Herstellung eines be- 
stimmten Volumens nicht auszugleichen, er bedingt fehlerhafte, 
zu hohe Werte. Nun ist es aber sehr schwer, die Milch voll- 
kommen mit Ammonsulfat zu siittigen, ohne dali ein wenig 
davon ungelést zuriickbleibt. Es fragte sich also, ob man nicht 
ohne Schaden ein wenig unterhalb der zur Siittigung er- 
forderlichen Quantitéit Ammonsulfat bleiben kann. 

l'm dieses festzustellen, habe ich eine Reihe von Ver- 
suchen — immer mit 50 ccm Milch und Auffiillen mit gesiittigter 
Ammonsulfatlbsung auf das Volumen von 100 — mit ab- 
steigenden Mengen Ammonsulfat, von 30 g angefangen, ange- 
stellt. Es ergab sich dabei, dafi bei Anwendung von 17,5 g 
Ammonsulfat, die sich durch Schiitteln noch leicht auflésen 
lassen, sich die ersten minimalsten Spuren von Eiweif in dem 
ibrigens vollig klaren, «blanken» Filtrat zeigen,') die fiir die 
polarimetrische Bestimmung des Zuckers vollig bedeutungslos 
sind. Diese Quantitaét empfehle ich also anzuwenden. 

Endlich ist noch die Frage zu beantworten, ob die beim 
Auflosen des Ammonsulfats eintretende Temperaturerniedrigung 
und die dadurch bedingte Volumenabnahme nicht einen Fehler 
in der Bestimmung verursachen kénne. Direkte Temperatur- 
messungen ergaben nun, dai bei Anwendung von 17,5 g Ammon- 


') Das Filtrat bleibt bei Zusatz von Salpeterséure ganz klar, auch 
bei nachfolgendem Erhitzen. Ebenso zunachst beim Kochen unter Essig- 
siurezusatz, nach dem Erkalten tritt leichte Triibung ein. Es wiirden 
auch 15 g geniigen, da auch dabei der Eiweifgehalt ganz minimal ist. 
der Sicherheit halber empfehle ich aber 17,5 g. 
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sulfat von Zimmertemperatur die Mischung nur um 2° kiilter 
ist, als die angewendete Milch. Dieser Fehler diirfte also kaum 
in Betracht kommen. Will man sehr genau sein, so kann man 
ja den Zylinder, in dem die Fiillung ausgefiihrt wird, fiir einige 
Minuten in Wasser von 40° setzen oder die zur Verdiinnung 
benutzte Ammonsulfatlbsung ein wenig erwiirmen: ich halte 
das indessen fiir ganz unnotig, da die iiuberste Genauigkeit beim 
Abmessen der Milch doch nicht zu erreichen ist. Erstens ist 
die Abmessung in einem Mefzvlinder an sich ja nur bis zu 
einem gewissen Grade genau, zweitens gestattet die undurch- 
sichtige Beschaffenheit der Milch nicht die Ablesung des unteren 
Meniscus, welche allein Genauigkeit verbiirgt. Dieser Fehler 
ist natiirlich beim Abmessen im Mefzylinder grofer, als beim 
Abmessen mit einer Pipette. Dafiir ist aber der durch das 
Hiingenbleiben der viscdsen Fliissigkeit in der Pipette beim 
AusflieBen entstehende Fehler gréfer. Auf absolute Genauig- 
keit kOnnen derartige Bestimmungen also tiberhaupt nicht An- 
spruch machen. 

Das Verfahren gestaltet sich nun also folgendermafen. 

90 cem Milch werden in einem womdglich etwas breit- 
halsigen graduierten, mit Glasst6psel versehenen Mefzylinder 
von 150—200 ecm Inhalt abgemessen, 17,5 g Ammonsulfat 
hineingeschiittet und durch energisches Schiitteln in Losung ge- 
bracht. Alsdann fiillt man mit gesiittigter Ammonsulfatlosung 
auf 100 cem auf, mischt durch und filtriert durch ein nicht 
angefeuchtetes glattes Filter von etwa 16 em Durchmesser 
(Schleicher und Schill, Nr. 597 oder 604 resp. ein gleich- 
werliges Filtrierpapier). In wenigen Minuten erhiilt man soviel 
Kiltrat, wie zur polarimetrischen Bestimmung erforderlich ist. 
Das Filtrat ist von vornherein ganz klar, es kommt kaum vor, 
dab die ersten Tropfen triib sind, ich erinnere mich wenigstens 
nicht, dieses jemals gesehen zu haben. Man bestimmt die Drehung 
und multipliziert mit 2. 

Macht man die Bestimmung mit einem kleinen auf Trauben- 
zucker graduierten Halbschattenapparat, so ist, wenn man den 
Milchzucker als C,,H,,0,, -- H,O angibt, meiner Ansicht nach 
eine Umrechnung nicht n6étig, da die spezifische Drehung des 
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krystallwasserhaltigen Milchzuckers mit der des Traubenzuckers 
praktisch tbereinstimmt (52,53 gegen 52,6°). Will man die 
Angabe fir wasserfreien Milchzucker machen, so multipliziert 
man mit 52,53 und dividiert durch 55,46, resp. multipliziert 
mit 0.94717 (log - 97643). 

senutzt man einen auf Traubenzuckerprozente graduierten 
Apparat, so ist die ganze Bestimmung in kiirzester Zeit be- 
endigt. Meiner Ansicht nach ist das Verfahren, was Schnellig- 
keit und Leichtigkeit der Ausfiihrung betrifft, selbst dem sonst 
sehr empfehlenswerten auf der Michaelis-Ronaschen Eisen- 
fillung beruhenden Verfahren von Kurt Oppenheim,!) 
liberlegen. 

Wo es sich um Anstellung von Reihenversuchen handelt, 
wird man sich zweckmiihbig besondere Mefzylinder mit breitem 
Hals, eventuell auch ohne Verjiingung am oberen Ende, mit 
eingeschliffenem StOpsel anfertigen lassen, behufs bequemeren 
und leichteren Einschiittens des Ammonsulfats. 

Bei Doppelbestimmungen an derselben Milch habe ich 
unter Anwendung des kleinen auf Traubenzucker graduierten 
Polarisationsapparates keine Differenzen zwischen je 2 Be- 
stimmungen nachweisen kénnen. 

Dr. Kretschmer hat eine Reihe von Doppelbestimmungen 
und vergleichenden Bestimmungen nach anderen Methoden mit 
Hilfe eines grofen Polarisationsapparates ausgetiihrt, die sehr 
sute Ubereinstimmung ergeben haben. Aus iiuSeren Griinden 
ist Dr. K. zurzeit verhindert, die Belege mitzuteilen, dies soll 
demnachst geschehen. 


') Chemiker-Zeitung, 1909, Nr. 108. 
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(Der Redaktion zugegangen am 19, Marz 1912.) 


Das von Emil Fischer unter den Produkten der totalen 
Hydrolyse von Proteinen aufgefundene Prolin ist in den letzten 
Jahren wiederholt Gegenstand eingehender Untersuchungen ge- 
wesen. Einerseits war man bemiiht, den Gehalt verschiedener 
Proteine an Prolin festzustellen. Anderseits war der Beweis 
zu fiihren, dafi das Prolin als Baustein der Proteine vorkommt 
und nicht sekundiir durch Ringschluf aus einer anderen Ver- 
bindung, z. B. aus a-Amino-d-oxyaminovaleriansaure entsteht. 
Das letztere Problem war vor allen Dingen durch die wichtigen 
Untersuchungen von Sorensen!) ein dringliches geworden. Er 
hatte beobachtet, dali bei der Veresterung von der a-Amino- 
d-oxyvaleriansiiure eine allerdings geringe Menge sich in 
Prolin umwandelt. 

Was zuniichst den Gehalt verschiedener Proteine an Prolin 
anbetrifft, so unterliegt es keinem Zweifel, dali zurzeit von 
keinem Eiweifk6érper der wahre Gehalt an dieser Aminoséure 
bekannt ist. Es sind ganz verschieden reine Produkte wod 
sicher oft sehr unreine als Ausbeute angegeben worden. Mit 
Hilfe der Estermethode erhilt man immer nur einen Bruchteil 
des gesamten Prolins. Bestimmt man das Prolin direkt, indem 
man nach dem Vorschlage von Emil Fischer und R. Boehner?) 
das Eiweil} mittels Baryts hydrolvsiert und dabei die Spalt- 
produkte racemisiert, so geht ohne Zweifel ein Teil des Prolins 
durch Zersetzung verloren. Wir haben, veranlaBt durch die 


') S.P.L. Sérensen und A. C. Andersen, Studien itiber Amino- 
siiuresynthesen, VII. Prolin (a-Pyrrolidincarbonsaure). Diese Zeitschrift. 
Bd. 56, S. 236, 1908. 

2) Emil Fischer und Reginald Boehner, Bildung von Prolin 
bei der Hydrolyse von Gelatine mit Baryt. Diese Zeitschrift, Bd. 65. 
S. 118, 1910. 
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Angaben verschiedener Autoren tiber den Prolingehalt ver- 
schiedener Proteine, wiederholt geprift, ob es statthaft ist, die 
Alkoholléslichkeit des Prolins als Grundlage zur Prolinbestim- 
mung zu nehmen. Wir miissen das auf Grund einer sehr 
reichen Erfahrung verneinen. Es gelingt in den meisten Fiillen 
nicht, das Prolin direkt durch Alkohol in reinem Zustand ab- 
zutrennen. Fast stets gehen andere Aminosauren mit in LOsung. 
Wir haben auf diesen Punkt ganz besondere Sorgfalt verwendet 
und zunichst die das Prolin enthaltenden, mit Wasser verseiften 
Aminosiiureesterfraktionen stets unter besonderen Kautelen vom 
Wasser befreit. Zur mdglichst vollstiindigen Entfernung des 
Wassers wurde mehrmals mit absolutem Alkohol zur Trockne 
verdampft. Zur Vermeidung von Zersetzung wurden alle Opera- 
tionen des Abdampfens unter vermindertem Druck und héchstens 
60° des Wasserbades ausgefiihrt. Die genannte Temperatur 
wurde erst beniitzt, wenn es galt, die letzten Spuren von Wasser 
zu entfernen. Im iibrigen tiberschritten wir nie 40°. Nun wurde 
der trockene Riickstand mit absolutem Alkohol ausgekocht. Die 
heif filtrierte LOsung ergibt bald eine Fillung. Von ihr wurde 
abfiltriert. Es handelte sich in allen Fallen um mitgeléste, an 
und fiir sich in Alkohol unlésliche Aminosiuren. Das Filtrat 
wurde zur Trockene verdampft. Wiirde man nun einfach den 
Riickstand gewogen haben, dann wire selbstverstindlich eine 
hohe Ausbeute an Prolin zustande gekommen. Es lift sich 
leicht beweisen, dafi der erhaltene Riickstand kein reines Prolin 
darstellt. Lost man namlich wieder in Alkohol, dann bleibt 
ein erheblicher Riickstand, der kein Prolin enthiilt. Wiederholt 
man den Prozef, dann kann man noch mehrmals —~ allerdings 
sehr geringe Mengen —- Aminosiuren abscheiden, die nur mit- 
gelist waren. Verzichtet man auf das mehrfache Eindampfen 
und Lésen in Alkohol und stellt man aus der wiisserigen LOsung 
des Riickstandes direkt das Kupfersalz durch Kochen mit tiber- 
schiissigem Kupferoxyd dar, dann kann man sehr oft das blab- 
blaue, in Wasser sehr schwer lésliche Kupfersalz des Leucins 
erkennen. Es wird sicher hiufig tibersehen, weil die auber- 
ordentliche Schwerldslichkeit des Leucinkupfers nicht genug 
beachtet wird. Kocht man das abfiltrierte, iiberschiissige Kupfer- 
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oxyd mit sehr viel Wasser aus, dann gelingt es bei der Prolin- 
darstellung fast immer, die Anwesenheit von Leucin und oft auch 
von Isoleucin und von Valin zu beweisen — vorausgesetzt, dab 
die Aminosiiurefraktionen, aus denen Prolin isoliert werden soll, 
reichliche Mengen dieser Aminosiiuren enthalten. 

Ks fragt sich nun, ob man berechtigt ist, das wiederholt 
verdampfte und wieder in Alkohol geléste alkoholische Extrakt 
als Prolin anzusprechen. Es ist dies unbedingt zu verneinen. 
Es kénnen alle modglichen anderen Produkte in ihm enthalten 
sein. Prolin ist an und fiir sich relativ leicht zersetzlich. Bei 
der Hydrolyse mit Siituren und vielleicht auch bei der Ver- 
esterung konnen Zersetzungsprodukte entstehen, die in Alkohol 
loslich sind. Loést man das alkoholische Extrakt in Wasser 
und bereitet man sich durch Kochen mit Kupferoxyd das Kupfer- 
salz des Prolins, dann lat sich nach der Beobachtung von 
Emil Fischer das aus der blauen Lésung durch Eindampfen 
erhaltene Salz durch Ausziehen mit Alkohol in zwei Fraktionen 
trennen. Ein Teil, das aktive Kupfersalz, l6st sich in Alkohol, 
ein anderer Teil bleibt ungelést. Er enthalt das racemische 
Prolinkupfer. Dab dieses meist noch nicht rein und durch frak- 
tionierte Krystallisation von Beimengungen zu befreien ist, haben 
wir schon erwahnt. Wiederholt beobachteten wir, dafi bei der 
fraktionierten Krystallisation des racemischen Prolinkupfers eine 
erste Fraktion erscheint, die erheblich schwerer loslich ist, als der 
iibrige Teil. Die Analyse gab richtige Werte fiir Kupfer, Stick- 
stoff und Wasser fiir alle Fraktionen. Sehr unrein ist meistens 
das sogenannte aktive Prolinkupfer. Es krystallisiert in reinem 
Zustand in groBen Prismen. Ein Teil des Kupfersalzes widersteht 
hartniickig allen Krystallisationsversuchen, so dafi uns schon die 
Vermutung gekommen ist, es kénnte eine neue Verbindung, 
vielleicht eine noch unbekannte Aminosiiure vorliegen. Alle 
Bemiihungen, den verbleibenden Sirup zu identifizieren, schlugen 
fehl, dagegen konnten wir es wahrscheinlich machen, daf er zum 
Teil auf Zersetzung von Prolin zuriickzufiihren ist. Wenigstens 
nahm seine Menge zu, wenn wir Prolinkupfer wiederholt in 
Wasser listen und dann die Lésung verdampften. 

Um den Wert von Angaben iiber die Ausbeuten an ein- 
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zelnen Aminosiuren beurteilen zu kénnen, muf man diese Ver- 
haltnisse genau kennen. Alle bisherigen Angaben diirften, soweit 
die Estermethode zur Isolierung der Aminosiiuren in Anwen- 
dung kam, zu niedrig sein, vorausgesetzt, dafi nur wirklich 
identifiziertes Prolin zur Wiagung kam. Alle unter der Leitung 
des einen von uns durchgefiihrten Prolinbestimmungen setzen 
sich aus zwei Komponenten zusammen. Einmal wurde das 
wirklich reine racemische Prolin zur Wigung gebracht und 
ferner das alkohollésliche Prolinkupfer gewogen. Hier schlugen 
die Reinigungsversuche des ganzen, nach Verdampfen des 
Alkohols verbleibenden Riickstandes immer fehl, nur bei der 
Gelatine gelang es wiederholt, den gr6ften Teil des aktiven 
Prolinkupfers zur Krystallisation zu bringen. In allen tibrigen 
Fallen waren wir nicht so gliicklich. Gelang es, grébere Mengen 
von Krystallen zu erhalten, dann setzten wir diese in Rechnung, 
nachdem wir selbstverstandlich die Analyse durchgefihrt hatten. 
Wollte gar keine Krystallisation eintreten, oder krystallisierte 
ein nur unbedeutender Teil, dann wurde der ganze in Alkohol 
losliche Teil der Kupfersalze als Prolinkupfer berechnet. 

Wir vermissen in den meisten von anderen Autoren aus- 
gefiihrten Hydrolysen Angaben iiber die genaue Identifizierung 
des isolierten, der Berechnung der Ausbeute zugrunde gelegten 
Prolins. Es ist klar, dai man gerade bei dieser Aminosiiure 
fast jede beliebige Ausbeute erzielen kann. Der Umstand, dal; 
eine Aminosiurefraktion, nach van Slyke mit salpetriger Saure 
behandelt, keinen Stickstoff liefert, beweist auch noch nicht, 
dafi nun wirklich reines Prolin vorliegt. Es kénnen z. B. An- 
hydride vorliegen. Auch diese gehen in Alkohol hinein. Vel. 
hierzu die Beobachtungen des einen von uns mit Funk.!) Nur 
wenn die Kstermethode zur Isolierung der Aminosiiuren ver- 
wendet wurde, kommen Diketopiperazine wohl nicht in Betracht. 

Fassen wir alle unsere Beobachtungen zusammen, dann 
ergibt sich, daB wir zurzeit tiber keine Methode ver- 


1) Emil Abderhalden und Casimir Funk, Beitrag zur Kenntnis 
der beim Kochen von Casein mit 25°/oiger Schwefelséure und mit starker 
Salzsiure entstehenden Spaltungsprodukte. Diese Zeitschrift, Bd. 53, 
S. 19, 1907. 
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fugen, um Prolin in reinem Zustande quantitativ nach- 
zuweisen. Bei der Bestimmung der Ausbeute kommt es ganz 
darauf an, welche Anspriiche man an die Reinheit des isolierten 
Prolins stellt. Ausschlieflich reines, identifiziertesProlin 
ist wohl nur in den seltensten Fallen der Berechnung 
der Ausbeute zugrunde gelegt worden. Sehr oft wurde 
unzweifelhaft sehr unreines, in Alkohol lé6sliches Material als 
Prolin in Rechnung gesetzt. Es mub verlangt werden, dab wenig- 
stens das racemische Prolin, das sich meist leicht reinigen 1abt, 
in reinem Zustand zur Wigung kommt. Ferner mufi stets darauf 
hingewiesen werden, dali die Bestimmung der Ausbeute an 
aktivem Prolin sehr ungenaue Werte liefert. Die Angaben 
liber die Mengen, in denen Prolin in den einzelnen 
Proteinen vorkommt, haben nur relativen Wert. Man 
wird wohl entscheiden kénnen, ob ein Eiweifikorper 
viel Prolin enthalt oder wenig, nicht aber wieviel er 
enthalt. Vor Berechnungen auf Grund indirekter Methoden 
moéchten wir geradezu warnen. So lange nicht Methoden be- 
kannt sind, die uns gestatten, Proteine ohne sekundire Ver- 
ainderungen zu spalten und auf die einzelnen Bausteine zu ver- 
arbeiten, mussen wir uns an die einzelnen in reinem Zustand 
isolierten Aminosdéuren halten. Wir heben diese Punkte so 
scharf hervor, weil in den letzten Jahren Angaben tiber etwas 
héhere Ausbeuten an einzelnen Aminoséuren und speziell an 
Prolin als Beweis exakterer Methoden und besserer Durch- 
fiihrung der Isolierung der Spaltprodukte bewertet worden sind. 
Hinter einer zu hohen Bewertung von Differenzen in den An- 
gaben der Ausbeuten an einzelnen Aminosiuren verbirgt sich 
Unkenntnis der Methoden und zum Teil auch des ganzen Arbeits- 
gebietes. Ganz anders wiirden die Verhiiltnisse liegen, wenn 
es gliicken wiirde, fiir die einzelnen Aminosauren quantitative 
Methoden aufzufinden. Solche existieren zurzeit nur fiir Ty- 
rosin, Glutaminséure, Arginin, Lysin und Histidin. Osborne 
schiitzt die quantitative Abscheidung des Tyrosins nicht hoch 
ein, auch konnte es nach seinen letzten Verdffentlichungen 
scheinen, als ware die Glutaminsiiurebestimmung bis zu seinen 
jiingsten Untersuchungen nicht so ausgefiihrt worden, dab der 
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wahre Gehalt an dieser Aminosiiure zum Vorschein kam.!) Wir 
werden auf diese Punkte zuriickkommen. 

Die unten mitgeteilten Versuche belegen die oben er- 
withnten Angaben iiber die Unsicherheit der Bestimmung des 
Prolingehaltes auf Grund seiner Alkoholléslichkeit sehr deutlich. 
Ks seien deshalb die einzelnen Versuche ausfiihrlich mitgeteilt. 
Als das wichtigste Ergebnis der Untersuchung von ver- 
dautem Casein und fermentativ abgebauter Gelatine 
und ferner von Darminhalt ist hervorzuheben, dab es 
gelungenist, Prolinohne Anwendung der Estermethode 
direkt als Hydantoin zur Abscheidung zu_ bringen. 
Wir glauben auf Grund dieses Befundes schlieben zu 
diirfen, dai nunmehr endgiiltig bewiesen ist, dab 
Prolin ein primires Abbauprodukt der Proteine ist. 
Ob daneben auch noch Aminooxyvaleriansiure im Eiweifimolekiil 
vorkommt, bleibt unentschieden. Alle Bemiihungen, eine solche 
Verbindung zu fassen, schlugen bis jetzt fehl. Emil Fischer 
hat bereits darauf hingewiesen, dali der Umstand, dai Prolin 
bei der Siéiurehydrolyse von Proteinen und auch bei der Hy- 
drolyse mit Alkalien sich nachweisen Jabt, es wahrscheinlich 
macht, dafi Prolin im EiweiBmolekiil vorgebildet ist. Ferner 
wurde es von ihm und EK. 5. London?) aus Darminhalt isoliert. 
Das Prolin wurde nur bei der Hydrolyse mit Baryt direkt isoliert. 
In allen anderen Fiillen kam die Estermethode in Anwendung. 
Nun sind allerdings die in den einzelnen Fiillen isolierten Prolin- 
mengen so grof, dali es sehr gezwungen wire, anzunehmen, 
dafi diese Aminosiure in ihrer Gesamtheit sekundir entstanden 
ist. Immerhin erschien es uns wiinschenswert, das Vorhanden- 
sein des Prolins unter den beim fermentativen Abbau der 
Proteine auftretenden Abbauprodukten direkt ohne Anwendung 
der Estermethode zu beweisen. 

Kin Einwand, der gegen unsere Schlulifolgerung noch 
moglich ist, ist der folgende. Es ware denkbar, dali unter den 


') Vgl. hierzu Thomas B. Osborne, The Chemistry of the Proteins. 


Harey Lectures 1910—-1911. 
?) Emil Fischer und E. 8S. London, Bildung von Prolin bei der 


Verdauung von Gliadin. Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 398, 1911. 
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Bausteinen der Proteine Pyrrolidoncarbonsaure vorkommt. Diese 
kOnnte wihrend der Verdauung — z. B. durch Bakterienwirkung 

zu Pyrrolidincarbonséiure reduziert werden. Wir sind mit der 
experimentellen Priifung dieser Moglichkeit beschaftigt. Nach 
unseren bisherigen Erfahrungen ist eine Bildung von Pyrrolidin- 
carbonsiiure aus Pyrrolidoncarbonsiéure unter den Bedingungen, 
wie sie bei Verdauungsversuchen herrschen, nicht sehr wahr- 
scheinlich. Dazu kommt, daf die Pyrrolidoncarbonsiiure zurzeit 
als Baustein der Proteine noch nicht mit aller Bestimmtheit 
nachgewiesen ist. 

Zum Schlusse méchten wir vorschlagen, die Ausbeuten an 
Prolin, wie folgt, anzugeben. Entweder wird das Prolin in den 
aktiven und racemischen Anteil zerlegt und mitgeteilt, daf 
x Gramm reines racemisches Prolin erhalten wurden, ferner 
y Gramm krystallisiertes aktives Prolinkupfer, oder es wird das 
aktive Prolin als solehes gewonnen und analysiert. Man kann 
es aus der alkoholischen Lésung mit Ather fillen. Man kann 
ferner durch Erhitzen mit Baryt alles Prolin in die Racemform 
iiberfiihren und dann das racemische Prolin reinigen. Verluste 
sind hierbei unvermeidlich. Endlich kann man die das aktive 
Prolin enthaltende Masse auch, wie folgt, priifen. Man bestimmt 
ihr Drehungsverm6gen in einem aliquoten Teil, ferner den Stick- 
stoffgehalt und endlich den Aminostickstoff nach van Slyke 
und berechnet aus allen Daten die Menge des Prolins, die vor- 
handen sein kénnte, und stellt dann das Hydantoin des Prolins 
dar. Man wird sich dann leicht davon tiberzeugen koOnnen, mit 
welchem Rechte man das erwihnte Produkt direkt als Prolin 
anspricht! Es scheint uns im Interesse einer ruhigen Erforschung 
der Abbauprodukte zweckmiabiger zu sein, nur solche Zahlen 
als Ausbeuten anzugeben, die den wirklich reinen Substanzen 
entsprechen, besonders, nachdem wir jetzt genau wissen, dah 
die Ausbeuten an den einzelnen Aminosiéiuren bei Anwendung 
der Estermethode einerseits schwankende sind und ferner weit 
hinter der Wirklichkeit zuriickbleiben. Bei vergleichenden Unter- 
suchungen wird man immerhin zu_ brauchbaren Resultaten 
kommen, falls die Unterschiede im Gehalt der einzelnen Amino- 
siiuren sehr grofie sind. Handelt es sich jedoch um geringfiigige 
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Differenzen, dann wird man die Frage offen lassen mtissen, ob 
diese auf die Methode zuriickzufiihren sind, oder ob wirklich 
ein verschiedener Gehalt der untersuchten Proteine an den 
festgestellten Aminosiuren vorliegt. Dazu kommt noch, dali, wie 
wiederholt betont worden ist, die Ubereinstimmung der Mengen- 
verhaltnisse an einzelnen Aminoséuren keinen Schluf auf die 
Identitat von untersuchten Proteinen zuliBt, weil ja doch die 
Struktur eine ganzlich verschiedene sein kann. Endlich muf 
immer wieder betont werden, dab fiir keinen einzigen Kiweili- 
korper bewiesen ist, dal} er einheitlich ist. Studien an optisch 
aktiven Polypeptiden, an deren Aufbau mehrere verschiedene 
Aminosiuren beteiligt sind, miissen ergeben, ob man imstande 
ist, ein aus mehreren davon bestehendes Gemisch zu trennen, 
resp. zu entscheiden, ob ein einheitliches Produkt vorliegt oder 
nicht. Nach unseren bisherigen Erfahrungen kOnnen Polypeptide 
sich in ihren Eigenschaften so beeinflussen, dai es unmdglich 
ist, eine Trennung herbeizufthren. 

Kin neuer Impuls in der Erforschung des Aufbaus und 
der Zusammensetzung der Proteine ist nur zu erwarten, wenn 
neue Methoden zur quantitativen Abscheidung einzelner Amino- 
sduren entdeckt werden und durch systematische Studien an 
synthetisch dargestellten Polypeptiden die Méglichkeit der Rein- 
darstellung von Proteinen eingehend gepriift wird. 


Versuch mit abgebauter Gelatine. 


Das zu dieser Untersuchung benutzte Priiparat stammte 
von Gelatine, die der Einwirkung von Pepsinsalzsiure und dann 
der von Trypsin und Erepsin unterworfen worden war. Das bei 
dieser Verdauung entstandene Produkt enthielt 13,07°/o Ge- 
samtstickstoff, 8,8°0 Aminostickstoff (nach van Slyke be- 
stimmt) und 1,03°/o Ammoniakstickstoff. Das Priparat bestand 
zum weitaus groften Teil aus Aminoséuren, daneben war noch 
ein kleiner Rest von Produkten vorhanden, die Aminosauren 
gebunden enthielten. 100 g des pulverisierten Priiparates wurden 
mit 300 ecm absoluten Alkohols ausgekocht. Dann wurde heil) 
filtriert und mit heiSem Alkohol nachgewaschen. (Uber die 
Aufarbeitung der ungelésten Substanz (A) vgl. S. 105). Das 
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Filtrat wurde mit dem gleichen Volumen Ather versetzt. Es 
entstand eine gelblich gefarbte Fiillung, von der abfiltriert wurde. 
Die Verarbeitung dieses Filtrates (B) vgl. 5. 105. Dieser Nieder- 
schlag wurde mit 150 ecm absoluten Alkohols ausgekocht. Es 
blieb nur eine geringe Menge Substanz ungelést. Nach dem 
Erkalten filtrierten wir und versetzten die LOsung mit 300 cem 
Ather. Ks fiel ein hellbraun gefiirbtes Produkt (ca. 5g). Zur 
Verarbeitung dieses Priiparates auf Prolin wurde nun, wie folgt, 
verfahren : 

Das Produkt wurde in 25 g Wasser geliést und die mit 
Tierkohle entfiirbte, neutrale LOsung mit frisch gefilltem Kupfer- 
oxyd in wisseriger Suspension gekocht. Dann wurde vom 
iiberschiissigen Kupferoxvd heifi abfiltriert, der Filterriickstand 
mit heifem Wasser ausgewaschen und nun die blau gefirbte 
Losung auf dem Wasserbade eingedunstet. Beim Erhitzen des 
Riickstandes mit 20 ccm absoluten Alkohols verblieb ein ge- 
ringer Anteil (ca. 0,1 g) ungelést. Es wurde filtriert. Beim Ver- 
setzen der Losung mit dem 4fachen Volumen Ather fiel ein 
voluminoses hellblaues, flockiges Kupfersalz. Das sehr hygro- 
skopische Salz wurde in wiisseriger LOsung durch Einleiten von 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Aus dem Filtrate des Kupfersul- 
lids entfernten wir durch Erwiarmen den Schwefelwasserstoff 
und versetzten dann die Lésung mit etwas Silbercarbonat, um 
etwa vorhandene Siuren, die mit Silbercarbonat leicht rea- 
gieren,!) in die Silbersalze tiberzuftihren und als soleche abzu- 
trennen. Die vom Silbercarbonat abfiltrierte LOsung wurde bis 
auf einige Kubikzentimeter eingeengt und dann mit dem mehr- 
fachen Volumen Alkohol versetzt. Es trat nur eine sehr geringe 
Fiillung auf. Das Filtrat behandelten wir nun nach Zusatz von 
etwas Natronlauge in der bekannten Weise mit Phenylisocyanat. 
Ks gelang jedoch nicht, die Phenylisocyanatverbindung des 
Prolins oder, nach Behandlung mit Salzsaure, das entsprechende 
Hydantoin (Anhydrid), das sich nach Emil Fischer?) besonders 


') Im Gegensatz zu der Pyrrolidincarbonsiure. 

2) Emil Fischer, «Synthese der a,d-Diaminovaleriansadure», Be- 
richte der deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. 34, S. 454 (1901) und «Uber die 
Hydrolyse des Caseins durch Salzsiure», Diese Zeitschrift, Bd. 33, S. 151 


(1901). 
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gut zur Isolierung der Pyrrolidincarbonsiiure eignet, zu ge- 
winnen. 

Verarbeitung des alkoholiseh-iitherischen Fil- 
trates B (von S. 104). Das Filtrat wurde mit 500 ecm Ather 
versetzt, die gefiillte, hellbraune Substanz in 25 g Wasser 
gelist, mit Tierkohle entfirbt und mit einer wiisserigen Kupfer- 
oxydsuspension gekocht. Die blau gefarbte LOsung wurde ein- 
gedunstet und das erhaltene blaue schmierige Produkt mit ab- 
solutem Alkohol erwarmt. Es ging bis auf ca. 0,1 g alles 
in Loésung. Das Filtrat wurde mit Ather gefiillt und das ge- 
fillte Salz in wiasseriger LOsung mit Schwefelwasserstoff zer- 
legt. Das Filtrat des Kupfersulfids wurde, nachdem auf ca. 
5 cem eingeengt, mit Natronlauge alkalisch gemacht und dann 
mit Phenylisocyanat gekuppelt. Die schlieblich mit Tierkohle 
behandelte Lisung wurde zur Uberfiihrung der Phenylisocyanat- 
verbindung des Prolins in das entsprechende Anhydrid nach 
Zusatz von Salzsiure auf dem Wasserbade eingedunstet. Den 
Riickstand kochten wir nun mit Alkohol aus, behandelten die vom 
Kochsalz abfiltrierte, gefiirbte LOsung wieder mit Tierkohle und 
engten schlieBlich auf ein sehr kleines Volumen ein. Es schieden 
sich die farblosen, gliinzenden, blattchenartigen Krystalle des l-Pro- 
linhydantoins ab. Sie schmolzen gegen 140° ohne Zersetzung. 
thre Menge betrug nicht mehr als 0,1 g. (Analyse vgl. 5. 107.) 


Verarbeitung der mit Alkohol ausgekochten 
Substanz A (S. 1083). 


Da die Moglichkeit vorlag, dafi die in Alkohol ungelost 
gebliebene Substanz zum Teil Natriumsalze von Aminoséuren 
enthielt — zur Verdauung mit Trypsin und Erepsin war Natrium- 
carbonat zugegeben worden —, lésten wir sie in ca. 300 ccm 
Wasser und versetzten mit Essigsiure. Hierauf wurde auf etwa 
100 ccm eingeengt und mit dem doppelten Volumen absoluten 
Alkohols eine hellgelb gefarbte Fiillung erzeugt. Von dieser 
wurde abgesaugt. Die Menge des getrockneten Produktes betrug 
18g. Das Filtrat wurde weiter eingeengt und schlieflich mit 
300 cem absoluten Alkohols versetzt. Es fiel wieder eine sehr 
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betrachtliche Menge Substanz aus. Das briunlich gefiarbte Filtrat 
wurde nun mit Tierkohle behandelt, dann bis zur beginnenden 
Sirupbildung (ca. 30 ccm) eingeengt, und mit 160 ccm absoluten 
Alkohols vermischt. Es entstand nur noch eine geringe Fallung. 
Das Filtrat davon versetzten wir mit 700 cem Ather, wobei 
ein hellbraun gefarbtes Produkt ausfiel. Dieses wurde abge- 
saugt. Seine Menge betrug nach dem Trocknen fast 5 g. 

Die Verarbeitung dieses Praparates auf Prolin wurde, wie 
folgt, durchgeftihrt. Wir losten das in der erwiihnten Weise 
isolierte Produkt in 50 g¢ Wasser und behandelten es mit etwas 
Silbercarbonat (wobei kaum CO,-Entwicklung stattfand). Dann 
wurde in der Hitze filtriert, das Filtrat eingeengt und schlieB- 
lich mit 300 cem absoluten Alkohols versetzt. Ks entstand dabei 
nur eine geringe Fillung. Von ihr wurde abgesaugt. Dann wurde 
das Produkt (ea. 0,5 g) in wasseriger L6sung mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, die vom Silbersulfid abfiltrierte Fliissigkeit mit Tier- 
kohle entfiirbt, eingedunstet und mit etwas absolutem Alkohol 
versetzt, wobei eine sehr geringe Abscheidung eintrat. Das aus- 
gefillte Produkt konnte, da es in Alkohol unlodslich war, nicht 
l-Prolin sein. Aus dem Filtrat konnte gleichfalls kein Prolin 
gewonnen werden. In das Filtrat der oben erwiihnten 0,5 g Silber- 
salz wurde Schwefelwasserstoff eingeleitet, dann vom Schwefel- 
silber abfiltriert und der Schwefelwasserstoff durch Einengen der 
LOsung verjagt. Dann wurde die Lésung mit einer wasserigen 
Kupferoxydsuspension aufgekocht, vom tiberschiissigen Kupfer- 
oxyd in der Hitze abfiltriert und das tiefblau gefarbte Filtrat ein- 
eedunstet. Es verblieb ein schmieriger Riickstand. Er wurde 
portionsweise mit 30 cem absoluten Alkohols ausgekocht. (Ver- 
arbeitung des ungelésten Teils vgl. 5. 107.) 

Die alkoholische Lésung wurde mit 100 cem Ather ver- 
setzt. Es entstand eine blaugefarbte, amorphe Fallung. Das 


Produkt wurde in wiisseriger L6sung mit Schwefelwasserstoff 


zerlegt. Das Filtrat vom Kupfersulfid wurde eingedunstet und 
der Riickstand nach Aufnahme in einigen Kubikzentimetern 
Wasser unter Zusatz von Natronlauge mit Phenylisocyanat ge- 
kuppelt. Die gelbgefairbte Losung behandelten wir mit Tier- 
kohle, siiuerten dann mit Salzséure an und dunsteten ein. Den 
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Riickstand kochten wir zur Beseitigung des Chlornatriums mit 
Alkohol und engten schlieflich die alkoholische Lésung auf 
wenige Kubikzentimeter ein. Es schied sich das |-Prolinhydantoin 
in farblosen Niidelchen ab. Sie wurden abgesaugt, mit Wasser 
gewaschen und bei 90° getrocknet. Die Menge betrug knapp 
0,2 g (Analyse vgl. unten). Aus dem Filtrate konnte nach Ent- 
firben mit Tierkohle und Eindunsten noch eine geringe Menge 
von Krystallen zur Abscheidung gebracht werden. 

Das beim Auskochen mit 30 ccm Alkohol ungelést ver- 
bliebene Kupfersalz (S. 106) wurde in 50 g Wasser gelést und 
nun ebenso behandelt, wie das eben beschriebene, mit Ather 
gefallte Kupfersalz. SchlieBlich konnten wir auch von dieser 
Fraktion das Hydantoin des |-Prolins gewinnen. Ks schied sich 
aus Alkohol in leichten glanzenden Krystallen ab, deren Menge 
etwa 0,2 g betrug. 

Die einzelnen Fraktionen an 1|-Prolinhydantoin wurden 
vereinigt und aus der 75fachen Menge heilien Wassers um- 
krystallisiert, wobei sich das Hydantoin in schdnen farblosen, 
leichten, verfilzten Nadeln abschied und an Menge sich nur un- 
wesentlich verringerte. Das im Vakuumexsikkator tiber kon- 
zentrierter Schwefelsiure getrocknete Priiparat schmolz gegen 
142—143° und zeigte somit den von Emil Fischer?) ftir das 
Hydantoin des 1-Prolins (Anhydridform der |-Pyrrolidincarbon- 
siture-Phenylisocyanatverbindung) angegebenen Schmelzpunkt 
(unkorr. 143°). 

0,0915 g exsikkatortrockener Substanz erforderten 8,43 cem 
. 10-H,SO,. 

Berechnet fiir C,,H,,0,N,: 12,96°/o N 
Gefunden: — -12,91%o N. 

Das erhaltene Praéparat stimmte auch in seinen Loslich- 
keitsverhaltnissen --— sehr schwer loslich in kaltem Wasser, 
schwer léslich in Ather, leichter léslich in absolutem Alkohol 
und in Aceton — mit dem von E. Fischer beschriebenen 
!-Prolinhydantoin iiberein. 


1) Emil Fischer, Uber die Hydrolyse des Caseins durch Salzsiure, 
Diese Zeitschrift, Bd. 33, S. 151 (1901). 
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Bei der Beurteilung der Menge des isolierten Prolinhydan- 
toins muf in Betracht gezogen werden, da das angewandte 
Praparat nicht vollstandig abgebaut war. Ferner sind die un- 
vermeidlichen Verluste zu beriicksichtigen, die die zahlreichen 
Operationen mit sich brachten. Endlich ist darauf hinzuweisen, 
daf die Abscheidung des Prolins als Hydantoin keine ganz quanti- 
tative ist. Es entstehen offenbar auch Nebenprodukte. Besonders 
auffillig war die Bildung eines carminroten Farbstoffes. 


Versuch mit abgebautem Casein. 


Das benutzte Praparat war durch successive Einwirkung 
von Pepsinsalzséure, Trypsin und Erepsin auf Casein erhalten 
worden. Es enthielt 12,85°/o Gesamtstickstolf. Der Gehalt an 
Aminostickstoff (nach van Slyke bestimmt) belief sich auf 7,8°/o 
und der an Ammoniakstickstoff auf 0,37 °/o. 

200 g des Priiparates wurden in 600 g warmen Wassers 
geidst und nach dem Ansiuern mit etwas Essigsdure (zur Zer- 
legung etwa vorhandener Natriumsalze) auf dem Wasserbad 
bis auf die Hialfte des urspriinglichen Volumens eingedampft. 
K's trat hierbei bereits Abscheidung von Substanz ein. Wir fallten 
nun mit dem gleichen Volumen absoluten Alkohols, saugten 
nach dem Erkalten von der abgeschiedenen Substanz ab und 
wuschen sie mit verdiinntem Alkohol aus. Das Filtrat wurde 
auf etwa 1/3 eingedunstet und dann mit etwa !/e | absoluten 
Alkohols versetzt. Es fand wiederum eine reichliche Fiallung 
statt. Wir saugten von ihr ab, dampften das Filtrat auf ca. 50 ccm 
ein, fiillten mit der 6 fachen Menge absoluten Alkohols, filtrierten 
wieder von der entstandenen Fiillung ab, engten das Filtrat 
erneut stark ein, versetzten es dann mit reichlich dem doppelten 
Volumen absoluten Alkohols und fillten schlieBlich die Lésung 
mit einem halben Liter Ather. 

Die Menge des ausgefallten Produktes betrug 33 g. Dieses 
Priiparat wurde auf Pyrrolidincarbonsaure untersucht. 

Wir listen die Substanz in 210 ccm Wasser. Von dieser 
Losung kamen 155 cem = 34 Teile (150 g Caseinpraparat ent- 
sprechend) zur weiteren Verarbeitung. Wir kochten die Losung 
10 Minuten lang mit gefiilltem Kupferoxyd, filtrierten vom tiber- 
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schiissigen Kupferoxyd in der Hitze ab und dampften das dunkel- 
blau bis dunkelgrtin gefirbte Filtrat ein. Der stark hygrosko- 
pische, etwas klebrige Riickstand wurde nun portionsweise mit 
ca, 200 cem absoluten Alkohols ausgekocht. Wir filtrierten dann 
in der Hitze ab und wuschen mit heifem absoluten Alkohol 
nach. Als Riickstand hinterblieben 1,75 g (exsikkatortrocken) 
eines graugefarbten Produktes, das teils aus organischer, teils 
aus anorganischer Substanz bestand. 

Das tie:blaue Filtrat wurde mit mehr als 11 Ather ver- 
setzt, das dabei ausgefallene blaue Kupfersalz in wisseriger 
Losung durch Schwefelwasserstoff zerlegt, das Filtrat vom 
Schwefelkupfer zur Entfirbung mit Tierkohle behandelt und 
hierauf unter stark vermindertem Druck bei niedriger Tem- 
peratur eingedampft. Den Riickstand nahmen wir in 100 ccm 
absoluten Alkohols auf, behandelten zur Entfiirbung nochmals 
mit Tierkohle, engten die Losung etwas ein und fiillten schlieb- 
lich mit etwa 200 cem Ather. Die Menge des ausgefillten 
gelblichen amorphen Produktes betrug nach dem Trocken bei 
ca. 80° 8,6 g. 

Diese 8,6 g Substanz wurden in 50 ccm Wasser gelost. 
In 16,5°%oiger wisseriger LOsung zeigte sie, im 1 dm-Rohr bei 
Na-Licht untersucht, bei einem spezifischen Gewicht von 1,052 
eine Drehung von — 5,39°. Hieraus berechnet sich: 

[aj], = — 314°. 

Die Stickstoffbestimmung ergab folgendes KResultat : 

Gesamtstickstoff: 3 ecem der Loésung, 0,516 g Sub- 
stanz enthaltend, erforderten 39,7 ccm" /10-Schwefelsaure. Dareus 
berechnen sich 10,8°/o N. 

Ammoniakstickstoff: 2,5 ceem = 0,43 g Substanz er- 
gaben 0,0015 g Ammoniakstickstoff oder 0,35°/0. Auf den Ge- 
samtstickstoff bezogen betrigt die Menge des Ammoniakstick- 
stoffs: 3,2 °/o. 

Aminostickstoff: Die Bestimmung des Aminostickstolls 
nach van Slyke ergab fiir 0,17 g Substanz 0,00518 g N oder: 
3,05°/o. Auf den Gesamtstickstoff umgerechnet beléuft sich 
demnach die Menge des Aminostickstoffs auf 28,3°/o. Dieser 
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Ketund beweist mit Sicherheit, daBi neben Prolin noch andere 
Aminosiiuren vorhanden waren. 

Aus den gefundenen Werten fiir das Drehungsvermégen 
und der festgestellten Stickstoffmenge berechnet sich fiir die 
nach dem oben erwahnten Verfahren abgeschiedenen 8.6 g 
alkoholl6slicher Substanz folgender Gehalt an Prolin: 

Aus der gefundenen, spezifischen Drehung — 31,4° ergibt 
sich bei Zugrundelegung des fiir reines Prolin in wisseriger 
Losung beobachteten Wertes von — 77,40°,!) dali die unter- 
suchten 8,6 g Substanz 3,5 g Prolin enthielten. 

Aus den fiir den Gesamtstickstoff, Ammoniak- und Amino- 
stickstolff gefundenen Werten ergibt sich folgende Berechnung 
des Prolingehaltes. Werden von dem Gesamtstickstoffwert 
(10,8°/o) der gefundene Wert des Ammoniakstickstoffs (0,35 °/o) 
und der des Aminostickstoffs (3,05°/0), also die Stickstoffwerte, 
welche fiir Prolin nicht in Betracht kommen kénnen, abgezogen, 
so verbleiben 7,4°'o Stickstoff. Da das Prolin 12,17°/o Stickstoff 
enthalt, so miiften demnach 60,8°/o der untersuchten Substanz 
reines Prolin gewesen sein. Die isolierten 8,6 g alkohollés- 
licher Substanz, die aus 150 g abgebauten Caseins gewonnen 
wurden, entspraichen somit 5,2 g reinen Prolins. Auf 100g 
Caseinpriparat kimen demnach 3,47 g Prolin. Die berech- 
neten Prolinwerte zeigen, wie das zu erwarten war, erhebliche 
Differenzen. Es wire auffallend, wenn die unzweifelhaft neben 


Prolin vorhandenen anderen Aminosiiuren keinen EinfluB auf 


das Drehungsvermégen des Gemisches gehabt hatten. Beim 
Casein ist die einzige optisch inaktive Aminosaure, das Glykokoll, 
ausgeschlossen. 

Zur Aufarbeitung der erwiahnten L6sung von 50 ccm auf 
Prolin wurde, wie folgt, verfahren: 

12,6 g der Lésung, die 2,16 Substanz enthielt, wurden 
mit einigen Kubikzentimetern starker Natronlauge versetzt und 
unter Kiihlung mit 5 ccm Phenylisocyanat gekuppelt. Schlief- 
lich verdiinnten wir mit etwas Wasser, schiittelten mit Tierkohle 


!) Emil Fischer, Uber die Hydrolyse des Caseins durch Salzsaure. 
Diese Zeitschrift, Bd. 33, S. 151 (1901). 
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und sauerten die LOsung mit Salzsaure an. Es trat eine etwas 
dlige Fallung ein. Wir gossen von ihr ab, wuschen mit Wasser 
aus und trockneten im Exsikkator. Die dabei erhaltene feste hell- 
braun gefarbte Substanz wog 2,21g. (Verarbeitung des Filtrats vg}. 
unten.) Wir versetzen sie mit 30 cem 10° oiger Salzsiiure, engten 
auf dem Wasserbade ein und fiigten wieder etwas Salzsaure 
und schlieblich reichlich 50 cem Alkohol hinzu. Wir erhielten 
eine rotlich-gelb gefarbte Fliissigkeit. Zur Entfarbung erwiirmten 
wir sie mit Tierkohle. Dann wurde stark eingeengt. Es schied 
sich eine krystallinische Substanz (ca. 0,4 g) ab. Sie erwies sich 
als anorganisch. Das Filtrat ergab beim langsamen Abdunsten 
weiterhin farblose Krystalle. Sie wurden abgesaugt und mit 
Wasser und Alkohol gewaschen. Die so erhaltene Substanz wog 
ca. 0,1 g. Aus heifem Wasser schied sie sich in gliinzenden, 
farblosen Krystallblittchen ab. Sie schmolzen bei ca. 118° ohne 
Zersetzung. Sie zeigten demnach den Schmelzpunkt des An- 
hydrids der inaktiven Prolin-Phenylcyanatverbindung.') Die 
gewonnenen Krystalle lésten sich auch, wie diese, leicht in 
heiBem absoluten Alkohol und schwer in kaltem Wasser. 

Das Filtrat der oben erwiihnten 2,21 g wurde mit 10 ccm 
Salzséure versetzt, auf dem Wasserbade, zuletzt unter Zusatz von 
etwas Alkohol, eingedunstet. Der Riickstand wurde zur 'Trennung 
vom Kochsalz mit absolutem Alkohol ausgekocht. Die rétlich 
gefiirbte Fliissigkeit behandelten wir mit Tierkohle und dunsteten 
bis auf eine kleines Volumen ein. Es traten Krystalle auf, die 
abgesaugt und mit Ather gewaschen wurden. Die exsikkator- 
trockene Substanz wog 3,5 g. Sie wurde in der 20fachen Menge 
heiBen Wassers gelést und mit Tierkohle gekocht. Beim Erkalten 
schieden sich leichte, farblose (blattchenartige) Krystalle aus: 
ihre Menge betrug fast 0,2 g. Sie erwiesen sich als das Phenyl- 
hydantoin der aktiven Pyrrolidincarbonséure. Sie schmolzen 
bei 143—144°. 

Aus dem Fiitrate, das sich schnell rétlich-violett farbte, 
konnten keine weiteren Mengen an Hydantoin gewonnen werden. 


') Emil Fischer. Synthese der a,d-Diaminovalerianséure, Berichte 
der deutschen chemischen Gesellschaft, Jg. 34, 8. 454 (1901). 
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Dagegen gelang es, daraus noch fast 1,5 g weiblicher Krystalle 
zu isolieren, die gegen 200° mit Zersetzung schmolzen. Beim 
Versuche, sie umzukrystallisieren, wurde wiederum das Auf- 
treten eines roten Farbstoffes beobachtet. Daneben schieden 
sich lange farblose Nadeln ab, wiihrend sich die F'liissigkeit 
griin firbte. 

Unter Zugrundelegung der oben erwiahnten Ausbeuten an 
Phenylhydantoin des Prolins (0,1 g + 0,2 g) berechnet sich 
also fiir 100 g abgebauten Caseinpréparates eine Menge von 
0,84 g Hydantoinverbindung oder von 0,45 g Prolin. Es ist ganz 
selbstverstiindlich, dai diese Menge nicht dem wahren Gehalt 
des Caseins an Prolin entspricht. Sicher enthielt auch das unter- 
suchte vollstiindig verdaute Casein mehr Prolin, als wir auf 
diesem langwierigen Wege isolieren konnten. 

Es sei noch bemerkt, dafB wir aus einem Caseinverdau- 
ungsgemisch, das wir nach 3monatlicher Verdauung von Casein 
mit Pankreatin erhalten hatten, bei der Fahndung auf Pyrro- 
lidoncarbonsiure Isoleucin isolieren konnten. Wir engten die 
Verdauungsfliissigkeit ein, fallten mit Athylalkohol, dann mit 
Methylalkohol und das dabei gewonnene Filtrat mit Ather. 
Das Filtrat dieser letzten Fiéllung wurde eingedampft, der Riick- 
stand in Wasser aufgenommen und diese Lésung mit geféilltem 
Kupferoxyd gekocht. Die tiefblau gefirbte Kupfersalzlosung 
wurde eingedunstet, der Riickstand bis auf eine sehr geringe 
Menge in Alkohol gelist und aus dieser Lésung mittels Athers 
ein voluminéses, flockiges Kupfersalz gefillt, das sich an der 
Luft als sehr hygroskopisch erwies. Wir lésten es wieder in 
Wasser und zerlegten es durch Einleiten von Schwefelwasser- 
stoff. Das Filtrat vom Kupfersulfid wurde eingedampft und der 
Riickstand in Methylalkohol gelést. Beim Einengen dieser Losung 
schieden sich farblose Krystalle ab, die sich als [soleucin er- 
wiesen. Seine Menge betrug in der untersuchten Fraktion weniger 
als 1/4° o des angewandten Caseins. Beim Verarbeiten der oben 
erwiihnten Atherfiillung, Eindampfen des alkoholischen Extraktes 
usw. machte sich auch der Geruch nach Prolin bemerkbar. 
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Darstellung von Prolin in Form seines Hydantoins 
aus Darminhalt. 


In einer vor kurzem erschienenen Arbeit wurde iiber die 
Isolierung gréferer Mengen von Aminosiéuren aus dem Darm- 
inhalt verschiedener Tiere berichtet.1) Es gelang, ganz erheb- 
liche Mengen verschiedenartiger Aminosiiuren direkt durch 
Krystallisation abzuscheiden. Die sirupdse Mutterlauge diente 
zur Abtrennung von Prolin. Der Sirup wurde zuniichst mit 
Methylalkohol ausgekocht und das Extrakt noch hei® in kalten 
absoluten Alkohol eingetragen. Von der auftretenden Fiillung 
wurde abfiltriert und das alkoholische Filtrat unter vermindertem 
Druck zur Trockene verdampft. Den Riickstand extrahierten 
wir in der Kalle mit absolutem Alkohol und wiederholten diesen 
Prozeli des EKindampfens und Wiederauflésens so lange, bis 
schlieBlich der verbleibende Riickstand vollstiindig in Alkohol 
loslich war. Nun nahmen wir den Riickstand in Wasser auf, 
kochten mit tiberschiissigem Kupferoxyd, filtrierten vom iiber- 
schiissigen Kupferoxyd ab und verdampften die blaue Lésung 
unter vermindertem Druck zur Trockene. Der Riickstand wurde 
mit absolutem Alkohol in der Kiilte ausgelaugt. Wir lieBen 
den Alkohol 48 Stunden mit ihm in Bertihrung. Es wurde 
nunmehr filtriert und vorlaufig nur das Filtrat weiter verarbeitet. 
Dann wurde zur Trockene verdampft und wieder mit absolutem 
Alkohol in der Kiilte ausgelaugt. Es verblieb ein geringer 
amorpher Riickstand. Er zerflohb an der Luft zu einer griinen 
Schmiere. Der in Alkohol lésliche Teil wurde durch Verdampfen 
des Alkohols isoliert und in Wasser geldst. In die LOsung wurde 
Schwefelwasserstoff eingeleitet, vom Kupfersulfid abfiltriert und 
das hellgelbe Filtrat unter vermindertem Druck zur Trockene ver- 
dampft. Der verbleibende zihe Sirup zeigte deutlich Geruch nach 
Pyrrolidin. Er léste sich vollstiindig in absolutem Alkohol. Die 
klare Lésung wurde vorsichtig mit Ather versetzt. Es setzte sich 
an den Wanden des Gefiibes eine klebrige amorphe Masse ab. 
Von ihr wurde rasch abfiltriert und dieser Prozefi unter tropfen- 


') Emil Abderhalden, Uber den Gehalt des Darminhaltes einiger 
Saugetiere an freien Aminosiuren. Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 436 (1911) 











114 Emil Abderhalden und Kar! Kautzsch, Uber 1-Prolin. 


weisem Zusatz von Ather so lange wiederholt, bis schlieBlich 
eine weibe, pulvrige Fiallung eintrat. Die Menge des amorphen 
Produktes war sehr erheblich, wahrend von der krystallinischen 
Abscheidung nur Spuren zu erhalten waren. Alle Bemiihungen, 
das unzweifelhaft vorhandene Prolin direkt in reinem Zustand 
abzutrennen, waren ohne Erfolg. Stets haftete ein Kérper an, 
der verursachte, dai das isolierte Produkt Wasser anzog und 
dann verschmierte. Wir haben deshalb auch hier in gewohnter 
Weise mit Phenylisocyanat gekuppelt und die erhaltene Ver- 
bindung in das Hydantoin iibergefiihrt. Wir gewannen im 
ganzen 0,5 g reines, umkrystallisiertes Hydantoin vom Schmelz- 
punkt 143°. Diese Menge entspricht dem Darminhalt von 
5 Hunden. 
0.1001 g Substanz brauchten 9,25 cem ®/10-Schwefelsaure. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,: 12,96°/o N 
Gefunden: 12,93 °%/o N. 
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Versuche iiber Veresterung von Monoaminosauren 
mittels Jodathyl. 
Trennung der Pyrrolidoncarbonsaure von der Glutaminsaure. 


Von 


Emil Abderhalden und Karl Kautzsch. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Marz 1912.) 


Wir haben wiederholt auf die engen Beziehungen zwischen 
Glutaminsaure, Pyrrolidoncarbonséure und Pyrrolidincarbon- 
siure hingewiesen und die Moglichkeit betont, dafi auch die 
Pyrrolidoncarbonsiure ein Baustein der Proteine sein kénnte. 
Ihr Nachweis war bis jetzt nicht mdglich, weil sie leicht zu 
Glutaminséure aufgespalten wird. Wir haben nach Methoden 
gesucht, die gestatten, die genannte Verbindung neben Glutamin- 
siure nachzuweisen, und haben gefunden, dais die Pyrrolidon- 
carbonsaure sich unter bestimmten Bedingungen mit Jodiithv! 
verestern lafit, wihrend dies bei der Glutaminsiiure nicht der 
Fall ist. Es ist in der Tat méglich gewesen, aus einem Gemisch 
von Glutaminsiiure und Pyrrolidoncarbonsiiure die letztere iiber 
ihren Ester abzutrennen und so beide Aminosauren zu trennen 
und zu identifizieren. Der Versuch, aus vollstandig bis zu Amino- 
sduren verdautem Casein Pyrrolidoncarbonsaure zu isolieren, 
fiihrte zu einem Ester, der sich leider nicht als solcher identi- 
fizieren lief}, jedoch bei der Verseifung mit Salzsdure zu Glutamin- 
siurechlorhydrat fiihrte. Dieser Befund spricht mit grober 
Wahrscheinlichkeit dafiir, daB Pyrrolidoncarbonséure zu den 
Bausteinen der Proteine oder doch wenigstens des Caseins gehort. 

Wir haben zur Veresterung mit Jodiithy! das Silbersalz 
der genannten Aminosiuren verwendet. Von dem gleichen Salz 
gingen wir bei den Versuchen, Asparaginsiiure, Asparagin und 
Prolin mit Jodithy! zu verestern, aus. Keine dieser Verbindungen 
ergab auf diesem Wege Esterbildung. Es liebe sich somit ohne 
Zweifel Pyrrolidoncarbonsiure neben Pyrrolidincarbonsaure mit 
Hilfe von Jodiithyl ohne weiteres nachweisen. Die Veresterung 
des Silbersalzes der Pyrrolidoncarbonsaure ist zurzeit das beste 
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Mittel, um die genannte Aminosiiure aus Gemischen anderer 
Aminosiiuren abzutrennen und zu identifizieren. Vorlaufig macht 
nur der Umstand Schwierigkeiten, dafi der Ester der aktiven 
Pyrrolidoncarbonsiiure, wenn er nicht ganz frei von Beimen- 
gungen ist, schwer krystallisiert. Die endgtiltige Identifizierung 
mul} deshalb in diesen Fillen durch Uberfiihrung in Glutamin- 
saure erfolgen. 

Bei dieser Gelegenheit sei noch die grofie Zersetzlichkeit 
des Silbersalzes der Pyrrolidincarbonsiure hervorgehoben. Das 
Prolinsilber ist sehr unbestaéndig. Diese Beobachtung kann 
unter Umsténden schon die Anwesenheit von Prolin verraten. 


Veresterungsversuche mit Jodathyl. 


Versuche mit Pyrrolidoncarbonsaure. 


Einwirkung 
von Jodathyl auf pyrrolidoncarbonsaures blei. 

Das zu diesem Versuche benutzte Bleisalz stellten wir aus 
inaktiver Pyrrolidoncarbonsaure dar. Diese war durch Erhitzen 
von d-Glutaminsiure auf ca. 200° und durch Umkrystallisieren 
des Reaktionsproduktes aus Wasser gewonnen worden. Die 
in Wasser geléste Pyrrolidoncarbonsaéure wurde mit '/2 Mol. 
Bleicarbonat behandelt und das dabei gebildete Bleisalz auf Zu- 
satz von etwas Alkohol in reichlicher Ausbeute krystallinisch 
abgeschieden. Es schmolz nach dem Trocknen gegen 256/257 ° 
unter Briitunung und Aufschéumen. 

1 g Bleisalz wurde mit 3 g Jodiithyl kurze Zeit am Riick- 
flujkiihler gekocht. Es trat keine Veranderung ein. 


Versuch mit dem Silbersalz der dl-Pyrrolidoncarbonsaure. 


Einwirkung 
von Jodathyl auf pyrrolidoncarbonsaures Silber. 
CH, — CH, ce, ~—Ce, 
| SCH COOAg -+ CHI = | CH - COOC,H, -+ Agi. 
CO NH CO — NH 


Das zu diesen Versuchen verwendete Silbersalz bereiteten 
wir durch Behandeln der wiasserigen Lésung von Pyrrolidon- 





Uber Veresterung von Monoaminosauren mittels Jodathyl = 11% 


carbonsiaiure mit Silbercarbonat und durch Auskrystallisieren- 
lassen oder durch Abscheidung des Salzes mittels Alkohols.') 
Das Silbersalz fiirbt sich, im Kapillarrohr erhitzt, gegen 200° 
dunkel und schmilzt gegen 290° unter starkem Aufschiiumen 
und unter Schwarzfiirbung.?) 

4,7 g Silbersalz werden mit tiberschiissigem Jodiithy], 
15 cem, 2—3 Stunden am Riickflubktihler gekocht. (In der 
Kalte findet bei kurz dauernder Einwirkung keine merkliche 
Veranderung statt.) Es wird abgesaugt (evtl. wird aus dem 
Filtrat vorhandenes Jodsilber durch Zusatz von absolutem Alko- 
hol ausgefiillt). Der Niederschlag wird mit etwas Ather (oder 
Alkohol) gewaschen und das Filtrat, zuletzt im Vakuumexsikkator 
liber Schwefelsiiure, stark eingeengt. Es scheidet sich eine 
weife Krystallmasse ab. Es wird abgesaugt, mit etwas Ather 
ausgewaschen und im Vakuumexsikkator tiber konzentrierter 
Schwefelsiure getrocknet. Die Ausbeute betragt ca. 1,5 g. Das 
Produkt erwies sich als der erwartete Pyrrolidoncarbonsiiure- 
iithylester. *) 4) 

0.1055 g Substanz brauchten 6,90 cem "/10-H,SO,. 

Berechnet fiir C,H,,O,N: Gefunden: 
N = 8,92 °/o G17 °%/o, 

Der erhaltene Ester war inaktiv. Er schmolz bei 60—61,5°, 
nachdem ca. 2° vorher Erweichung eingetreten war. Der Ester 
krystallisiert aus Ather in aus Nadeln oder Bliittchen zusammen- 
gesetzten dendritenartigen Gruppen. Er ist nur schwer ldéslich 

!! Emil Abderhalden und Karl Kautzsch, Weitere Beitriige 
zur Kenntnis der Glutaminséure und Pyrrolidoncarbonsiiure. Diese Zeit- 
schrift, Bd. 68, S. 499 (1910). 

*) Menozzi und Appiani geben fiir ein Silbersalz der Pyro- 
glutaminséure, C;H,O,NAg, den Schmelzpunkt 176—180° an. Gazetta 
chimica ital., Bd. 22, Ul, S. 107 (1892) (nach Beilstein zitiert, da uns 
die Originalabhandlung nicht zugénglich war. Vielleicht liegt ein Druck- 
fehler vor). 

3) Emil Fischer und Reginald Boehner, Verwandlung der 
Glutaminséure bezw. Pyrrolidoncarbonsiure in Prolin. Berichte der deutsch. 
chem. Gesellschaft, Bd. 44, S. 1332—1337 (1911). 

4) Emil Abderhalden und Arthur Weil, Uber die bei der 
isoherung der Monoaminoséuren mit Hilfe der Estermethode entstehenden 
Verluste. Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 445—471 (1911). 
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in kaltem Ather, sehr leicht léslich in Wasser, ferner in ab- 
solutem Alkohol, in Methylalkohol, Essigester, Aceton und in 
Benzol, dagegen unlodslich in Petrolither. 

Die wasserige LOsung reagiert neutral. In 4°/oiger wasseriger 
Losung fiel der Ester auf Zusatz einer 10°/oigen Phosphorwol- 
framsiiureloOsung, ferner einer PikrinsiiurelGsung oder einer alko- 
holischen Pikrolonsdurel6sung nicht aus. Der Jodsilbernieder- 
schlag wurde zum Nachweis von etwa noch beigemengtem pyrro- 
lidoncarbonsauren Silbersalz mit ca. 30 ccm Wasser ausgekocht. 
Der aus Jodsilber bestehende Riickstand wog getrocknet 4,55 g. 
Nach der Theorie waren 4,68 g zu erwarten. Die Umsetzung 
des Jodathyls mit dem pyrrolidoncarbonsauren Silber diirfte 
demnach so gut wie quantitativ vor sich gegangen sein. 

Dali die Ausbeute an Pyrrolidoncarbonsiiureester hinter der 
berechneten zuritickblieb, mag einerseits seinen Grund darin 
haben, dal} der rohe Ester in Alkohol aiuberst leicht léslich ist, 
sodal} bei Anwendung dieses LOsungsmittels die letzten Anteile 
nur unvollstiindig aus der Mutterlauge zu isolieren sind und 
ferner darin, dab der Jodsilberniederschlag noch etwas Pyrro- 
lidoncarbonsiiureester eingeschlossen enthielt, der beim ersten, 
kurzen Auswaschen des Niederschlages nicht in Losung ge- 
bracht worden war. Das Auskochwasser (30 ccm) der Silber- 
jodidfillung ergab namlich beim starken Einengen weibe Krystalle, 
die sich nach Schmelzpunkt (183°) und Geschmack als reine 
Pyrrolidoncarbonsiiure erwiesen. Ihre Menge betrug 0,35 g. 
Unveriindertes pyrrolidoncarbonsaures Silber konnte nicht nach- 
gewlesen werden. 

Versuch mit dem Silbersalz der 1l-Pyrrolidoncarbonsaure. 

Darstellung des Silbersalzes. 

Die zu diesem Versuche benutzte aktive Pyrrolidoncar- 
bonséiure war durch Erhitzen der d-Glutaminséure und durch 
Umkrystallisieren des entstandenen Produktes aus Alkohol als 
die leichter l6sliche Fraktion erhalten worden. Ihre spezifische 
Drehung!) betrug in wasseriger L6sung [a]4)" = — 10,8° 


‘) Die bisher beobachtete héchste Drehung der ]-Pyrrolidoncarbon- 
siure betrug [a], = 11,529, Vel. Emil Abderhalden und Kar! 





* 

‘: 
Z 
ri . 
3 
' 
¥ 
z 
d 








Uber Veresterung von Monoaminosiiuren mittels Jodithyl, 119 


0.4428 g Substanz drehten bei einem Gesamtgewicht der 
Lésung von %,2600 g und bei einem spezifischen Gewicht von 
1,01 im 1 dem-Rohr bei Natriumlicht = — 0,52°. 

6} g dieser Siure wurden in 100 g Wasser gelést und mit 
einem geringen Uberschuf an Silbercarbonat aufgekocht. Aus 
dem Filtrat fielen schon in der Warme Krystalle aus. Das Silber- 
salz bildet farblose Nadeln oder Siéulen. Seine Menge betrug 
nach dem Trocknen fast 7 g. Aus der Mutterlauge konnte nach 
Zusatz des mehrfachen Volumens absoluten Alkohols noch eine 
weitere Krystallmenge von ca. 1,8 g erhalten werden. Die Aus- 
beute betrug demnach etwa 80 °/o der Theorie. 

0,2508 g Substanz, bei 90° getrocknet, ergaben 0,1148¢g Ag. 

Berechnet fiir C,H,O,NAg: 45,76 °'o 
Gefunden: 45,77 °/o. 

Im Kapillarrohr erhitzt, farbt sich das Produkt gegen 200° 
stark dunkel, gegen 290° findet starkes Aufschiiumen statt. Der 
Schmelzpunkt ist jedenfalls derselbe, den wir bei dem Silber- 
salz der dl-Pyrrolidoncarbonsaéure beobachtet haben. Das Silber- 
salz der aktiven Pyrrolidoncarbonsiéure ist recht lichtbestindig 
(vgl. hierzu das Verhalten des Silbersalzes der Pyrrolidin- 
carbonsaure, S. 13). In absolutem Alkohol ist es unléslich, in 
kaltem Wasser schwer und in heifiem Wasser ziemlich leicht 
loslich. 

Veresterungsversuch. 


) g feingepulverten Silbersalzes wurden mit 12 cem frisch 
destillierten Jodiithyls ibergossen. Es trat keine merkliche Ein- 
wirkung ein. Nun wurde am Riickflufbkiihler gekocht. Es trat 
alsbald Bildung eines gelblichen Produktes (Jodsilber) ein. Nach 
2 sttindigem Kochen wurde in der Wirme abgesaugt und mit 
etwas absolutem Alkohol nachgewaschen. Das Filtrat war farb- 
los. Wir engten es zunichst auf dem Wasserbade, dann im 
Vakuumexsikkator tiber konzentrierter Schwefelséure ein und 
versetzten schlieSlich mit trockenem Ather. Es trat eine dlige, 
gelbrotlich gefiirbte Fallung ein. Verschiedene Versuche, aus 


Kautzsch, Zur Kenntnis der Glutaminsiéure und der Pyrrolidoncarbon- 
sdure. Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 493 (1910). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVIII. 
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diesem gefillten Produkt eine krystallinische Substanz zu iso- 
lieren, waren erfolglos. Dagegen gelang es, durch Erhitzen 
des erhaltenen Korpers mit konzentrierter Salzsiiure und Fin- 
engen der salzsauren, mit Tierkohle behandelten Lésung Gluta- 
minsiurechlorhydrat abzuscheiden. 

Dal} das simtliche in Anwendung gebrachte pyrrolidon- 
carbonsaure Silbersalz mit Jodiithyl in Reaktion getreten war, 
ging aus dem Umstand hervor, dah der Jodsilberniederschlag 
kein pyrrolidonearbonsaures Salz mehr enthielt. 


Kinwirkung von Jodathyl auf glutaminsaures Silber. 


Wir benutzten zu diesen Versuchen das aus d-Glutaminsiure 
und Silbercarbonat dargestellte glutaminsaure Monosilbersalz. ') 

3g glutaminsaures Silber wurden mit einem Uberschuf 
an Jodiithyl, mit 10 cem, 3 Stunden am RiickfluBktihler gekocht. 
Dann wurde abgesaugt und der Niederschlag mit Ather ge- 
waschen. Der ungeldste Teil wurde mit etwa 50 ccm verdiinnter 
Salzsiiure verrieben, dann vom Chlorsilber abfiltriert und das 
Filtrat auf dem Wasserbade stark eingeengt. Es _ schieden 
sich weibe, ziemlich kompakte Krysialle ab. Es wurde abge- 
saugt, mit verdiinntem Alkohol ausgewaschen und getrocknet. 
Die Krystalle bestanden aus reinem Glutaminsiurechlorhydrat. 
K's schmolz bei 210—212° mit Zersetzung. Die Ausbeute betrug 
ea. 1,5 g. Nach der Theorie berechnen sich 2,16 g. 

Das Jodiithylfiltrat hinterlie} nach dem Eindunsten auf 
dem Wasserbade eine Spur einer braunen, 6ligen Masse. Sie 
wurde mit konzentrierter Salzsaure gekocht. Dann entfarbten 
wir die LOsung mittels Tierkohle und engten schlieblich stark 
ein. Es schied sich eine sehr geringe Menge weifer Krystalle 
ab, Es konnten auf diese Weise etwa 0,01 g Glutaminsaure- 
chlorhydrat isoliert werden. 

') F. Anderlini, Sull’ acido piroglutammico. Gazzetta chimica ita- 
liana, Bd. 19, S. 99—1LO2 (1889). — A. Menozzi e G. Appiani, Sopra 
aleuni derivati dell’ acido glutammico, acido piroglutammici e piroglutam- 
midi. Gazzetta chimica italiana, Bd. 24, I, S. 370 (1894). — Vgl. Emil 
Abderhalden und Karl Kautzsch, Weitere Beitrage zur Kenntnis 
der Glutaminsaure und der Pyrrolidoncarbonsaure. Diese Zeitschrift, Bd. 68, 


S. 487—)038 (1910). 
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Trennung der Pyrrolidoncarbonsaure und der Glutaminsaure 
mittels der Silbersalze und Jodiathyls. 


5g Glutaminsaure und 3 g Pyrrolidoncarbonséure wurden 
in ea. 200 g Wasser in der Hitze gelést und mit einem kleinen 
( berschuS von Silbercarbonat versetzt (fiir Glutaminséure und 
Pyrrolidoncarbonsiure je '/2 Molekil Ag,CO, berechnet.) Vom 
iiberschiissigen Silbercarbonat wurde hei abfiltriert und das 
die Silbersalze enthaltende Filtrat im Vakuum bei niederer 
Temperatur, zuletzt unter Zusatz von etwas Alkohol, zur Trockne 
eingedampft. Der Riickstand wurde nun mit 20 ccm Jodiathy! 
ind 20 eem Benzol versetzt und so zuniichst 2 Stunden am Riick- 
flaikiihler gekocht. Dann wurden nach heftigem Umschiitteln 
>cem Jodathy! zugefiigt, worauf noch 3 Stunden gekocht wurde. 
Jetzt wurde abgesaugt und der Niederschlag mit Benzol aus- 
gewaschen. 

Das Filtrat wurde bis auf wenige Kubikzentimeter ein- 
geengt und die verbleibende gelbliche Fltissigkeit mit etwas 
Ather verrieben. Es krystallisierte nach erfolgtem Kiihlen (und 
evtl. Impfen) der Pyrrolidoncarbonsdureiathylester in reichlicher 
Menge aus. Die Ausbeute betrug ca. 2 g. 

Der oben erwahnte, mit Benzol ausgewaschene Nieder- 
schlag, der das unverinderte Silbersalz der Glutaminsiure ent- 
halten mute, wurde mit 100 cem verdiinnter Salzsiiure erwarmt. 
Wir filtrierten dann vom Halogensilber ab, engten das Filtrat 
auf dem Wasserbade ein, saugten schlieblich von der abge- 
schiedenen Krystallmasse ab und wuschen sie mit etwas Wasser 
und Alkohol aus. Das in schénen farblosen, kompakten Krystallen 
abgeschiedene Produkt erwies sich als reines Glutaminséure- 
chlorhydrat. Es schmolz bei 210—212°. Seine Menge betrug 
knapp 5 g. Aus dem Filtrate konnten durch weiteres Kinengen 
und Behandeln der konzentrierten Lo6sung mit etwas Alkohol 
noch 0,7 g salzsaure Glutaminsdure gewonnen werden. Die er- 
haltene Ausbeute an wiedergewonnener Glutaminsdure (aus der 
Menge des erhaltenen Chlorhydrates berechnet) belief sich dem- 
nach auf ca. 90°/o der Theorie. 


ge 
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Priifung eines Caseinverdauungsgemisches auf Pyrrolidoncarbonsaure 
mittels der Silbersalze und Athyljodids. 


Casein war durch die Einwirkung von Pepsinsalzsdure, 
dann von Trypsin und Erepsin vollstandig abgebaut worden. 
Der Gesamtstickstoff des dabei erhaltenen Priiparates betrug 
12,85°/o, der Ammoniakstickstoff belief sich auf 0,37°lo und 
der Aminostickstoff auf 7,8°'o (nach van Slyke bestimmt)> 
Auf den totalen Stickstoffgehalt bezogen, betrug der Ammoniak- 
stickstoff 2,9°/o und der Aminostickstoff 60,7 °/o. 

50 g des Priiparates wurden in der dreifachen Menge heilen 
Wassers gelodst, die Lésung zur Zerlegung etwa vorhandener 
Natriumsalze mit etwas Essigséure versetzt und auf dem Wasser- 
bade bis auf die Hilfte des Volumens eingeengt. Wir fiigten 
dann das gleiche Volumen absoluten Alkohols hinzu, saugten 
von der Fillung ab, engten das Filtrat auf etwa die Hilfte ein, 
faillten wieder mit dem 3fachen Volumen absoluten Alkohols. 
filtrierten von der entstandenen Fillung ab, dampften das Filtrat 
erneut stark ein und fiillten nochmals mit der 6fachen Menge 
absoluten Alkohols. Das Filtrat wurde nach weiterem Ein- 
dampfen schlieflich mit viel Ather versetzt, wobei ein Produkt 
fiel, das getrocknet 8 g wog. Fiir dieses Priparat konnten wir 
annehmen, daB es frei von der in Alkohol unldslichen und in 
Wasser sehr schwer lislichen Glutaminsiure war, dagegen etwa 
im Caseinverdauungsgemisch anwesende Pyrrolidoncarbonsaure 
enthielt. Diese ist niimlich in Wasser sehr leicht, in Alkohol 
unschwer ldslich, dagegen in Ather unldslich. 

Zur Untersuchung dieses Produktes auf Pyrrolidoncarbon- 
siiure wurde, wie folgt, verfahren: Wir lésten die Substanz in 
zirka der 10fachen Menge Wasser und kochten mit tber- 
schiissigem Silbercarbonat auf. Das Filtrat wurde unter stark 
vermindertem Druck bei niederer Temperatur, zuletzt unter 
Zusatz von etwas Alkohol, fast véllig eingedunstet. SchlieBlich 
setzten wir noch 200 cem absoluten Alkohols zu und saugten vom 
ausgeschiedenen, gefirbten Silbersalz ab. Nach dem Trocknen 
im Vakuumexsikkator wog die Substanz 1,1 g. 

1 g des pulverisierten Produktes wurde mit 8 g frisch 
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destillierten Jodiéthyls 21/2 Stunden lang am Riickflubkiihler 
gekocht; dann wurde heii abgesaugt und mit etwas Jodiathyl 
und Alkohol gewaschen. Das Filtrat wurde eingedunstet. Es 
hinterblieb eine sehr geringe Menge eines braunlichen, schmierigen 
Riickstandes (ca. 0,1 g). Er zeigte keine Neigung zur Krystall- 
bildung. Da wir wiederholt beobachtet hatten, dali bei Ver- 
esterungsversuchen des Silbersalzes der aktiven Pyrrolidon- 
carbonsiure derartige Produkte nur iiuferst schwierig zur 
Krystallisation zu bringen sind, so behandelten wir den Riick- 
stand mit Salzsiure. um etwa vorhandene Pyrrolidoncarbonsiiure 
aufzuspalten und in das leicht krystallisierende Glutaminsiure- 
chlorhydrat tiberzufiihren. Zu diesem Zwecke wurde der er- 
wihnte Riickstand mit konzentrierter Salzséure auf dem Wasser- 
bade eingedunstet. Schliefblich wurde die salzsaure L6sung zur 
iintfarbung mit Tierkohle behandelt und dann eingeengt. Es 
-chied sich das Chlorhydrat der Glutaminsiiure in farblosen, 
ziemlich kompakten Krystallen ab. Sie schmolzen bei ca, 210° 
mit Zersetzung. Den naémlichen Schmelzpunkt erhielten wir in 
einer Mischprobe mit reiner salzsaurer Glutaminsiiure. 


Einwirkung von Jodithyl auf asparaginsaures 
Monosilbersalz. 

3 g Asparaginséure wurden in etwa 300 g heifen Wassers 
gelést und nach Zugabe von wtberschiissigem Silbercarbonat 
einige Minuten aufgekocht. Es wurde heif abfiltriert und aus 
der Lésung durch Zusatz von etwa dem gleichen Volumen ab- 
soluten Alkohols das Monosilbersalz der Asparaginsiure in 
weiBen Krystallen abgeschieden. Dann wurde abgesaugt, mit 
Alkohol gewaschen und im Vakuumexsikkator tiber konzen- 
trierter Schwefelsaéure getrocknet (Ausbeute 2,5 g). Das Salz 
zersetzt sich im Kapillarrohr bei 216—217° unter Aufschéumen 
und Sehwarzfirbung, nachdem bereits vorher Dunkelfarbung 
eingetreten ist. 

2,3 g feingepulvertes Monosilbersalz der Asparaginsaure 
wurden mit iiberschiissigem Jodathyl, 8 ecm, 1!/2 Stunden lang 
arm RitickfluBkiihler gekocht. Dann wurde abgesaugt und mit 
etwas Jodiéthyl nachgewaschen. 
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Das Filtrat hinterliefi nach dem Eindunsten eine auberst 
geringe Menge (etwa 0,1 g) eines rotlichgelben, Oligen Produktes, 
das nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. Der oben 
erwihnte, mit Jodathyl ausgewaschene Riickstand wurde mit ab- 
solutem Alkohol ausgekocht. Nach Verdampfen des alkoholischen 
Filtrates verblieb nur eine Spur eines Oligen Riickstandes. Durch 
vorsichtiges Behandeln mit Alkohol und Ather konnte schlieBlich 
daraus eine Spur einer festen, weilfien Substanz gewonnen werden, 
die frei von Silber war und die sich nicht in Ather, schwer 
in Alkohol und leicht in Wasser loste. Die Loésung reagierte 
schwach sauer. Die Substanz, deren Menge gerade noch zu 
einer Schmelzpunktbestimmung ausreichte, schmolz zum Teil 
gegen 167°. Vielleicht lag hier eine Spur des asparaginsauren 
a-Athylesters vor, fiir den der Schmelzpunkt bei ca. 165° an- 
gegeben ist, und der ebenfalls, wie unser Produkt, unl6slich in 
Ather, schwer in Alkohol und sehr leicht lislich in Wasser ist. 

Der mit Alkohol ausgekochte Kitickstand wurde portions- 
weise mit 400 cem Wasser ausgekocht, bis das Filtrat silber- 
frei ablief. Das Filtrat wurde bis etwa 50 ccm eingeengt. Es 
fand bereits Abscheidung des Silbersalzes statt. Um sie zu 
vergrofern, wurde noch mit dem mehrfachen Volumen absoluten 
Alkohols versetzt. Das abgesaugte und getrocknete Silbersalz 
wog 1,4 g. Nach einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser 
unter Zusatz von etwas Alkohol zeigte das Silbersalz den rich- 
tigen Schmelzpunkt des Ausgangsproduktes: 216-—217° unter 
starkem Aufschiiumen und unter Schwarzfiirbung, bereits einige 
Grade vorher Dunkelfiirbung. 

Der mit Wasser ausgekochte, ungelist gebliebene Antei! 
wog 0,4 g. Er erwies sich zum Teil wenigstens als Jodsilber: 
zum Teil diirfte ferner eine geringe Menge einer reduzierten 
Silberverbindung vorgelegen haben. 

Der Versuch zeigt also, daf beim Kochen von Jodiithy! 
mit dem Monosilbersalz der Asparaginsdure unter den gewiihlten 
Bedingungen zum allergréften Teil keine Einwirkung statt- 
findet. 
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Einwirkung von Jodithyl auf dl-Asparaginsilber. 
dl-Asparaginsilbersalz, NH, - CO. CH, . CH(NH,) - COOAg. 


8 g dl-Asparagin (Zersetzungspunkt im geschlossenen 
Kapillarrohr bei 215 215°) wurden in 150 cem heibem Wasser 
celst, mit einem Uberschufi von frisch gefiilltem Silberoxyd 
versetzt und aufgekocht. Es wurde in der Hitze vom unge- 
l6sten Silberoxyd abliltriert und die warme LO6sung mit etwas 
absolutem Alkohol bis zur Trtibung vermischt. Nach dem Er- 
kalten hatte sich das dl-Asparaginsilber in fast farblosen, kom- 
pakten, warzenartigen Krystallaggregaten von strahlenformiger 
Anordnung ausgeschieden. Das Salz wurde abgesaugt und im 
Vakuumexsikkator tiber konzentrierter Schwefelsiiure getrocknet. 
Die Ausbeute betrug 6 g. 

0.8154 ¢ Substanz, exsikkatortrocken, gaben 0.1414 g Ag. 

Berechnet fiir C,H,N,O,Ag: Gefunden : 

Ag 15.16 %/o 14.83 °/o 

Das dl-Asparaginsilber schmilzt im Kapillarrohr bet 182 
bis 183° unter Zersetzung (Schwarzfiirbung und starkem <Auf- 
schiumen), bereits einige Grade vorher findet Brauntiirbung 
statt. Das Silbersalz lOst sich unschwer in heifem Wasser, 
nur sehr schwer in kaltem Wasser und garnicht in absolutem 
Alkohol. Es ist ziemlich unbestiindig: bereits beim Erhitzen mit 
Wasser findet Briiunung und Silberspiegelbildung statt. Silber- 
carbonat wirkt auf Asparagin nicht ein. 


Veresterungsversuch des Asparaginsilbers., 


4g feingepulvertes Silbersalz des dl-Asparagins wurden mit 
10 ccm Jodathyl tibergossen. Es fand keine wahrnehmbare Ein- 
wirkung statt. Wir kochten nun am Riickflubkiihler 11/2 Stunden 
lang, filtrierten und kochten den Riickstand mit ca. 30 cem 
absolutem Alkohol aus. Dabei blieben 4,3 g einer etwas grauge- 
farbten Substanz ungelést. Das jodathylhaltige und alkoholische 
Filtrat ergab beim Verdampfen nur eine déuferst geringe Menge 
(ca. 0,1 g) einer unansehnlichen braunen Masse. 

Die beim Auskochen mit Alkohol ungelést gebliebene 
Substanz (4,3 ¢) wurde mit 200 cem Wasser ausgekocht, wobei 
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3,9 g Substanz in Loésung gegangen waren. Der ungeldst ge- 
bliebene Anteil erwies sich als jodhaltig. Nach Einengen des 
wisserigen Filtrates auf etwa ein Viertel des Volumens und 
darauffolgendem Versetzen in der Warme mit ungefiihr 50 ccm 
absolutem Alkohol bis zur Triibung schieden sich beim Erkalten 
die kompakten warzenartigen Krystalle des Asparaginsilbers 
ab, die auch den richtigen Schmelzpunkt des Ausgangsmaterials 
zeigten. Sie zersetzten sich unter Schwarzfirbung bei 18S2—183°. 
lhre Menge betrug 2,3 g. Eine weitere Abscheidung aus der 
Mutterlauge konnte noch durch erneuten Zusatz von Alkohol 
bewirkt werden. Dali die Ausbeute an unverdandertem Silbersalz 
etwas hinter der zu erwartenden zurtickgeblieben war, dirfte 
seinen Grund darin finden, dah bereits wiihrend des Einengens 
der wasserigen Losung (200 ccm) eine teilweise Zersetzung 
des Silbersalzes des Asparagins (Schwarzfirbung und Silber- 
spiegelbildung) stattgefunden hatte. 

Jedenfalls besagt auch dieser Versuch, dah beim Erhitzen 
von dl-Asparaginsilber und Jodathyl der allergréfte Teil des 
Silbersalzes unveriindert bleibt. 


Kinwirkung von Jodathyl auf l-Prolinsilber. 


Der Versuch, Prolin mit Jodathyl zu verestern, wurde unter 
den gleichen Bedingungen ausgeftihrt, wie sie oben geschildert 
worden sind. 0,62 g feingepulverten Silbersalzes des 1-Prolins 
wurden mit 3 cem Jodathyl 2 Stunden lang am Riickflubkiihler 
gekocht. Die Verarbeitung, die, dhnlich wie oben erwahnt, 
vorgenommen wurde, ergab auch hier ein negatives Resultat. 

Nas zu diesem Versuche benutzte 

Silbersalz des |-Prolins 
war, wie folgt, dargestellt worden: 

? g |-Prolin wurden in der 25 fachen Menge heifien Wassers 
geljst, mit einem Uberschuf von frisch bereitetem, feuchtem 
Silberoxyd versetzt und 1 Minute erhitzt. Dann wurde noch 
heifi abfiltriert. Das Filtrat war bereits briiunlich gefarbt. Zur 
Abscheidung des Silbersalzes fiigten wir 200 cem absoluten 
Alkohols hinzu, saugten nach kurzer Zeit ab und trockneten das 
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Salz im Vakuumexsikkator tiber konzentrierter Schwefelsaure. 
Ausbeute 1,1 g reinen Nilbersalzes. 

0,1079 g Substanz, exsikkatortrocken, ergaben 0,0525g Ag. 

Berechnet fiir C,H.O,NAg: Gefunden : 

Ag = 48,65 °/o 18,66 °/o 

Wird das Silbersalz des ]-Prolins im Kapillarrohr erhitzt, 
so findet bei 145° Aufschiumen statt, nachdem bereits vorher 
Dunkelfaérbung eingetreten ist. Bei weiterem Erhitzen tritt bei 
ca. 250° deutliches Schmelzen auf, nachdem sich die Masse 
vorher hellgrau gefiirbt hat. Das Prolinsilber ist sehr unbe- 
stindig. Es farbt sich leicht dunkel. Bereits beim Krwirmen 
mit Wasser findet starke Dunkelfiirbung statt. Das Produkt lost 
sich dann in heifem Wasser nicht mehr vollstandig. Das Prolin- 
silber lést sich nicht in Alkohol. Auch beim Aufbewahren des 
Silbersalzes im trockenen Zustande tritt Geruch nach Pyrro- 
lidin auf und ebenso beim Veraschen sowie auch beim Erhitzen 
des Silbersalzes mit Wasser. 











Uber Fermentlahmung. 


Von 
L. Lichtwitz. 


Mit drei Kurvenzeichnungen im Text. 


Aus der medizinischen Klinik und dem landwirtschaftlich-bakteriologischen Institut 
zu Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Mirz 1912.) 


Als Fermentliihmung bezeichnet Tammann!) den Zu- 
stand, in den ein Ferment durch die Einwirkung der von ihm 
vebildeten Stoffe geriat. Nur in diesem Sinne soll hier Ferment- 
lihmung verstanden werden. 

Tammann hat in seinen Untersuchungen gezeigt, dab 
ungeformte Fermente durch die Anwesenheit der Reaktions- 
produkte in eine inaktive Modifikation iibergehen. Diese Ferment- 
lihmung ist reversibel. Nach Entfernung der Produkte erlangt 
das Ferment seine Aktivitét wieder. 

Beobachtungen bei der Hemmung der Harnstoffbildung 
nach Harnstoffzufuhr im Stoffwechsel von Mensch und Hund 
fiihrten zu der Frage, ob die Fermentlahmung die Anwesenheit 
des Produktes (Harnstoff) tiberdauert.”) 

Tammann macht keine Mitteilungen iiber die Zeit, durch 
die die Fermente mit den Reaktionsprodukten in Beriihrung 
waren. Diese Zeit ist auch belanglos, wenn die bisher giultige 
Auffassung zu Recht besteht, dafs Ferment und Produkte eine 
reversible Bindung, in der das Ferment unwirksam ist, ein- 
gehen. Auber der Konzentration der Produkte konnte aber gerade 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 16, S. 271, 1892. 
2) L. Licht witz, Uber chemische Gleichgewichte und Endzustinde 
im Stoffwechsel, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 402, 1912. 
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die Dauer ihrer Beriihrung mit dem Ferment die bleibende 
Laihmung bedingen. 

Untersuchungen an FermentlOsungen schienen zu der Ent- 
scheidung der Frage der Liihmungsdauer ungeeignet, weil es 
schwer, wenn nicht unmoglich ist, das Ferment quantitativ und 
in voller Aktivitit aus der Loésung wieder zu gewinnen. 

Ich habe daher Versuche an der lebenden Hefe angestelll, 
bei denen mich Herr Prof. A. Koch, Direktor des landwirt- 
schaftlich-bakteriologischen Instituts, durch seinen Rat und durch 
die Hilfsmittel seines Instituts unterstiitzte. 

Die Untersuchungen galten der Frage, ob die Hete nach 
einer Ziichtung in invertzuckerhaltigen Néahrlosungen eine Ab- 
nahme der Invertasewirkung, die einer geringeren Ferment- 
bildung oder einer weniger aktiven Modifikation des Fermentes 
entsprechen wiirde, erfahrt. Die Versuche wurden in drei ver- 
schiedenen Anordnungen angestellt. 


Methodik. Vom April bis Juli 1911 wurde Hefe (Reinkultur det 
Weinhefe Rasse «Oppenheimer Kreuz») in zwei Reihen geziichtet. In der 
Reihe a enthielt die Nihrlésung (Hefewasser) 10°/o Rohrzucker, in Reithe b 
10°. Invertzucker. Der Invertzucker bestand in allen Versuchen aus 
einer Mischung gleicher Teile Dextrose (Kahlbaum) und _ Liivulose 
(Schering). Mit diesen beiden Hefen wurden, nachdem sie so lingere 
Zeit gezogen waren, grofe Kulturen angelegt, die die bei den einzelnen 
Versuchen vermerkten Mengen von Rohrzucker, Invertzucker oder Mi- 
schungen beider enthiellen. Nach der Impfung wurden die Kolben mit 
einem Girventil verschlossen. Der Verlauf der Géarung, die im Brut- 
zimmer bei 25° erfolgte. wurde durch die Gewichtsabnahme, die der pro- 
duzierten Kohlenséure entspricht, festgestellt. Nach Beendigung der Garung 
oder nach ihrer Unterbrechung wurde in einem Teil der Versuche die 
Zahl der Hefezellen festgestellt (durch Zahlung in der Thoma-Zeiss- 
schen Kammer), sodann die Hefe steril durch Zentrifugieren oder durch 
Absaugen mil einer Tonkerze von der Nahrlésung getrennt und bis zum 
Verschwinden der Reduktionsproben im Filtrat mit sterile Wasser ge- 
waschen, Sodann wurde die Hefe mit sterilem Wasser auf cin gleiches 
Volumen aufgefiillt, mit einer sterilen Rohrzuckerlésung versetzt und in 
einen Wasserthermostaten gebracht. Die Hefen, die verglichen werden 
sollten, wurden gleichzeilig verarbeitet und untersucht. In diesen Rohr- 
zuckerlésungen wurde die Inversionsgeschwindigkeit bestimmt, indem nach 
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bestimmten Zeiten Proben mit der Pipette entnommen, mit 3 ccm 2.5" 0 iger 
Natronlauge versetzt, | Minute gekocht und filtriert wurden. Nach einigen 
Stunden wurde dann die Drehung bestimmt. 

Bei den Hefen, die schlecht invertierten, wurde die Beobachtung 
initunter linger fortgefiihrt. Es mufte dann die Giarung, die eintrat, 
einen Fehler bewirken. Wie sich aus den Protokollen ergeben wird, ist 
dieser Fehler belanglos, weil die kiirzeren Zeiten, in denen die Giarung 
nicht st6rte, zur Beurteilung der Reaktionsgeschwindigkeit ausreichen. 


Versuch 1. 


a) 1100 ecm Hefewasser mit 60°/o Rohrzucker. 
b) 1100 cem Hefewasser mit 10°/o Rohrzucker und 50°/o 
Invertzucker. Impfung am 21. VII. 


Verlauf der Garung. 

















a b 

Datum mee Datum api 

g | g 
2. VII. WO = | 7 
26. 62,0 26. VIL. | 3.0 
27. 78,8 27. | 30.5 
2s. 40,1 28. | 57,8 
20, 98,5 29, | 80,5 
31. 106.2 31. | 112.3 


Bei b mufte einmal nachgeimpft werden. Die Garung fing 
langsamer an, war aber am 31. VII. ebensoweit wie bei a. 


Zahl der Hefezellen. 


In 1 emm sind Hefezellen 
bei a 524 bei b 534,4. 

Die gewaschene Hefe wurde mit 30 ccm sterilem Wasser 
aufgenommen und mit 80 ecm 10°/oiger Rohrzuckerlésung ver- 
setzt. Die Lésungen waren vorgewirmt. Die Inversion erfolgte 
bei 38°. Die Polarisation bei 20—21°. 
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Verlauf der Inversion. 

















Hefe a Hefe b 
Minuten , Drehung k-107~* | Minuten Drehung  k-107° 
0 +- 4,55 — 0 -+~ 4.62 
AY -+- 2.46 86,88 32,5 verungliickt 
a + 1,40 86.86 81.5 +- 3,81 17,2 
15d +- 0,21 8194 147.5 +-3,03 | 20,35 
206,5 — 0,55 85,09 200 | +256 | 13,58 
— — 348.5 +-1,45 | 20,89 


Die Reaktionskonstante wurde nach der Gleichung der 
monomolekularen Reaktion 


k = — In : 
a—xX 
berechnet. 
Versuch 2. 
Es werden 4 Kulturen von je 1000 ccm Hefewasser 
angesetzt. 


a und b enthalten 10°/o Rohrzucker. 
ce und d enthalten 10°/o Rohrzucker und 20°/o Invertzucker. 
a und c werden mit der in Rohrzuckernéhrliésungen, 
b und d mit der in Invertzuckerlésungen geziichteten Hefe 
geimpft (25./IX.). 
Es enthalten also 
a Rohrzucker und Rohrzuckerhefe 


b » »  Invertzuckerhefe 
e Invertzucker » Rohrzuckerhefe 
d : » Invertzuckerhefe. 


Verlauf der Garung. 




















a b c d 
i y _ | | 10, A i 
Datum CO, Daium sii Datum | ys Datum | CO, 
te] 

29.1X. | 3855 | 29.IX. 37,40 | 29.IX. | 56,90 | 29.1X. | 57,10 
30. | 4430 | 30. 44,00 | 30. | 72,80 | 30. | 74,70 
2 X. | 46,00 2X. 45,90 2. X. | 85,50 | 2. X. | 86,50 
4. — 90,30 4. 9210 
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Zahl der Hefezellen nicht festgestellt. 

Die Hefe wurde in 50 cem sterilem Wasser aufgeschwemmt 
und mit 50 cem einer ca. 10°/oigen Rohrzuckerlosung versetzt. 
Vorwirmung wie bei 1. Inversion bei 36°. Polarisation bei 19°. 


Verlaul der Inversion. 
































a b c dl 
Min, re k 10 Min, pre) k 10-4 Min, yes ik 10-4 Min. img. [B40 
0 |+368 0|4-8601 — 76 |-ees| = Fe |ae — 
loo) +241) 1939 7 15 | -- 1.51) 39,0 lt +-3,70 15,63 | 14 |+-3,79 3,4 
4 O82 22,68 | 40 +049) 26,47 | 27 -+-3.58) 17,23 | 28.5 +3,70 94 
HOD 0.06 20,84 | 69 —0,39) 26,05 | 42,5 +349 13,33 | 44 | +-.3,61) 13.00 
58 --340) 1219 | 60 |+3,44) 14,54 
81 +310 1853 | 88 | 4-331) 12,95 
165 + 2,11 24,96 [167 | +249 18,40 
240 -LO,84) 30,54 [241.5 + 1,55) 24,68 


Versuch 3. 


Ks wurden 4 Kuliuvren von je 1000 ecm Hefewasser 


angesetzt. 
Ks enthielt Glas a 100 g Rohrzucker 
b 500 
e 100 >» ‘0 g Invertzucker 


d 100 -- 100 » , 

Die Lésungen wurden am 16. XJ. 11. mit der gleichen 
Hefe geimpft. 

Die Kolben a und ¢ hatten fast die berechnete CO,-Menge 
(46 ¢ CO, von 100 Hexose) geliefert. Im Kolben b waren 265 g 
Hexose vergoren. Die Lésung mufte 143 g Alkohol enthalten, 
also ca. 14°/o, eine Konzentration, die die weitere Garung hemmt. 
Kolben d hiitte nach vollendeter Girung 95 g CO, geliefert. Die 
(Giirung ging bis zum 21. X. schnell, dann mit auffallender Lang- 


samkeit vonstatten. 














Uber Fermentlahmung. 


Verlauf der Garung. 

















a b | ¢ d 
Datum CO, CO, CO, | CO, 
g g g g 

17. X. 0,95 0,20 45 | L,15 
18. Qh (3,25 14,50 11,90 | 16,50 
Gh 21.55 24,10 I8,60 | 27,20 

19, Oh 30.35 39,80 25,60 | 38.80 
Gh 35,25 48.00 2980 | 43,60 

20. gh 39,65 60,90 35,80 | 45,60 
Gh i1,65 67,00 38,90 | 46,60 

21 13,65 76,99 13,30 48,00 
29 4,95 | 96,15 9,80 | 51,10 
23 5,60 105,30 53,60 | 53.70 
24. (5.95 111,70 56,60 | 55,85 
23. 46,20 116,20 59,10 | 58,50 
26. 46,25 118,60 60,90 | 60,50 
27. 16,55 119,85 62.00 | 62,90 
98, 46,65 120,60 62,75 | 64,95 
29, 121,05 6345 | 67,40 
30. _ 121,30 63,75 | 69,30 
31, 121,70 — | 71,10 
1. XI, . ate — | 72,65 
2. = - 74,15 
3%, — — 75,90 
ih - an - 77,90 

|Garung nicht 
|  beendet 


Von diesem Verlauf der Garung wird unter II die Rede sein. 


Volumen der 


C 


d 






































Zahl der Hefezellen. 
Hefezellen im 


Losungen Kubikmillimeter Kultur 

1035 cem 13 400 1388.10? 
1280 » 835 1070.107 
1075 » 10150 1092.10? 


nicht gezahlt. 


Hefezellen in der 
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Verlauf der Inversion. 


Die Hefen wurden in 50 ccm Wasser aufgeschwemmt. 
Diese Aufschwemmungen wurden in zwei Teile geteilt. Mit jedem 
Teil wurde ein [nversionsversuch vorgenommen. 

Kiir die erste Infersion (8a) wurden 25 ccm Hefeauf- i 
schwemmung mit 50 ccm ca. 9°/oiger Rohrzuckerlosung versetzt. 








EF APO 86 ke 





a b c d ‘ 
: Dre- | bl ag: Dre- | — 41 aq: Dre- |. » : | Dre- 
Min. bene k- 10 Min. hung k- 10 Min. hung k- 10 Min. hung k- 10 
0 |+3,84' - 0 |+-3,75 — QO | + 3,89 | ws QO | +-3,87) 


i 
! 
(9 143294! 256 [49 |+200) 88,4 148,5)/+ 3,50) 164 [47 |4-4,75) 48 
| | | 
| 2 [61.0 3,30, 19,9 }60 +4365) 72 
75 | +268) 346 174,5)11,14) 99,6 [74 |+3,00] 25,7 | 72,5, 42,93) 27. 


) 
1351] 22 |295'+283) 684 ]29 |+3,75) 80 [27,5'+-3.80; 49 











134! 73.6 191.5'-+-0.63/ 107.9 |91 |+1.84! 562 |89.5' +260) 31.7 
A | ’ ’ 























91.5 
Kiir die zweite Inversion (38) wurden 25 ccm Hefeaul- 
schwemmung mit 50 ccm ca. 26 °/oiger Rohrzuckerlosung versetzt. 
a b c d 
Min. Pre x. 1074[Min. Pre k- 107 Min.) Pre 107 4]Min.| PhP ik 10 
lung hung | | hung | hung | 
O +1159} — | O |4+1187) — | oO |+1143 — | Oo [+-11,41) 
15,5 4-11.32} 9,7 $14 (+1148) 17.9 [13,5/+11,37) 29 125) — | 
25,5 | — |24,5+-11,05}| 21,7 [23,5/+11,14 81 | 22,5)4+-11,36) 1,5 
41 /+10,98 9,8 |39.5-+10,50 23,1 138.5 +1087) 9.7 [38 |4+11,05 6. 
| | } | - 
64 +10,60 10,4 [625+ 9,66 23,9 [61 +1047 10,7 [61 + 11,00 4 
82 |4-10,30 10,6 [80 (+ 895! 25.6 ]79,5'+ 10,10) 11.5 |785'+10,75) 5. 








Aus diesen Versuchen ergibt sich als Haupt- 
resultat, dafi die in Invertzuckerlésung gewachsenen 
Hefen eine geringere Invertasewirkung haben als die 
Hefen, die in reinem Rohrzucker gewachsen waren. 
Die Schwachung der Invertasewirkung ist abhangig 
von der Konzentration des Invertzuckers. 








2 . " D Ye 
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Die Reaktionskonstanten sind gegen die der Rohrzuckerhefe 

ber 4/9 Invertzucker (Versuch 3a Hefe c) auf = ?/ 

10°/o (Versuch 3a Hefe d) ca. 1/4 

2090 (Versuch 2c) I 30 

20° 6 (Versuch 2d) ca. "Nas 

D0 °/0 (Versuch 1) 140 
vermindert. 

— | Diese Versuche sind miteinander vergleichbar, weil die 
Inversion bei der gleichen Rohrzuckerkonzentration vorge- 
nommen wurde. 

In Versuch 38 stand die Rohrzuckerkonzentration zu der 
Fermentmenge in einem ungiinstigen Verhiiltnis. Die geringere 
is § Invertierungskraft von Hefe ec (4°/o Invertzucker) macht sich 
is | hier nur in der VerzOgerung der Inversion geltend, die auch 
i § Tammann!) bei Anwendung geringer Invertasemengen beob- 
is Ef achtet hat. Diese Verzégerung des Inversionsanfangs ist auch 
7 § bei 38 Hefe d (10°/o Invertzucker) deutlich. Die Reaktions- 

: konstante bleibt aber hinter der der Vergleichskultur a um 

5O°/o zurtick. 
Es erscheint tberhaupt unstatthaft, bei dem Versuch 3 @ 
=F und 8 von einer Reaktionkonstanten zu sprechen. Die Ge- 
schwindigkeiten nehmen mit fortschreitender Reaktion stindig 
107 zu, eine Erscheinung, die auch V. Henri?) beobachtet und 
— Kullgren’) als positive Autokatalyse gedeutet hat. Da die 
Invertasewirkung durch geringe Mengen Saure begiinstigt wird, 
so ware es wohl moglich, dafi hier bei Anwendung lebender 
1.) Hefe die geringe Menge Kohlensiiure, die sich bei diesem Ver- 
6.1 such etwa nach einer halben Stunde zu bilden begann, als 
if Katalysator wirkte. Diese Annahme aber ist irrig. Bei Hefe b 
,6 (gezogen in 50°/oiger Rohrzuckerldsung) war niimlich keine 
Spur von Giarung eingetreten, und doch nahm die Reaktions- 
geschwindigkeit standig zu. Diese Hefe bewirkte nach Zusatz 
von einer kleinen Menge Phosphat Gérung. Die Ursachen der 


+L «, &. 39 u. 322. 
*) Zeitschr. f. physikal. Chemie, Bd. 39, 5S. 194, 1901. 
5) Zeitschr. f. physikal. Chemie. Bd. 41, S. 407, 1902. 
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Reaktionsbeschleunigung bleiben also unklar. Die Beurteilung 
des Versuches wird dadurch nicht  beriihrt. 

Die starke Abnahme der Invertasewirkung bei Hefen, die 
in Invertzuckerlésungen gewachsen waren, ist nicht verursacht 
durch ein schlechteres Wachstum der Hefe. Die Hefezahlen in 
Versuch 1 sind vollig identisch. Starke Erhohungen der Kon- 
zentration wie bei 3b (50°/o) bewirken ein schlechteres Wachs- 
tum der Hefe. Die Invertasewirkung dieser Kultur ist aber trotz 
der geringeren Zahl der Hefezellen gréfer als die von Hefe 3a 
(gewachsen in 10°/oiger Rohrzuckerlésung). Diese beobachtung 
stimmt mit Befunden anderer Autoren tiberein, auf Grund deren 
ich die Versuche so angeordnet habe, daf nie Hefe in reinen 
InvertzuckerlOsungen geziichtet wurde, sondern daf die Kulturen 
denselben Rohrzuckerzusatz erhielten wie die Vergleichslésungen. 

In Versuch 2 wurden die in einer groferen Reihe von 
Generationen geziichteten Hefen (Rohrzuckerhefe und Invert- 
zuckerhefe) einmal in dasselbe Medium (a und d) und zweitens 
in das fremde (Invertzuckerhefe in Rohrzuckerl6sung und Rohr- 
zuckerhefe in Invertzuckerlésung, b und ec) geimpft, um zu 
sehen, ob die Eigenschaft der schwiicheren Invertasewirkung 
der Zelle fest anhiingt und vererbbar ist, oder ob sie sich 
schon in einer Kultur nach dem Medium richtet, in dem die 
Hefe wiichst. Der Versuch zeigt, dali die Eigenschaft der 
<chwiicheren Invertasewirkung nicht vererbbar ist, sondern dah 
die Invertasewirkung der Hefe dem Néhrboden entsprach, in 
dem die Hefe wuchs. Die Reaktionskonstanten in diesem Ver- 
such (a und b) (e und d) stimmen gut tiberein. Bei d (Invert- 
zuckerhefe in Invertzucker) zeigt sich wieder die VerzoOgerung 
des Inversionanfangs. Ob es gelingt, bei lingerer Fortziich- 
tung die EKigenschaft der Invertaseschwiichung vererbbar zu 
machen, bleibt offen. 


I. 


Die Beobachtung des Giirungsverlaufes bei Versuch 3 
fiihrte zu einer zweiten Anordnung, durch die sich gleichfalls 
die bleibende lahmende Wirkung, die der Invertzucker auf die 
Invertase ausiibt, zeigen lief. 
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Kurve a. 


In dieser Kurve und in den folgenden ist auf der Abszisse 
die CO, in Gramm, auf der Ordinate die Zeit in Tagen (bezw. in 
Stunden) verzeichnet. Die Giérung verlauft bei a und b in 
normaler Weise, in der Hauptphase geradlinig. Gegen Schlub der 
Giérung biegt die Kurve ziemlich scharf um, da die letzten 


Zuckerreste immer langsam vergoren werden. Die Kurve c ver- 
10* 
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lauft etwas weniger steil, ihr Knick ist nicht so scharf. Bei d 
besteht eine scharfe Knickung nach einer CO,-Produktion von 
‘6g. Bis zu diesem Punkte verléuft die Linie steil aufrecht, 
zusammen mit den anderen. Von der Knickung an _ verlauft 
die Garung auferordentlich langsam, so daB trotz ihres héheren 
Zuckergehaltes die CO,-Produktion vom 24.—26. X. unter der 
von Kultur c liegt. Die Garung behilt diesen Verlauf bei. Die 
Keobachtung reicht nur bis zum 5. X. Die Garung wiirde bei 
Beibehaltung dieser zweiten Geschwindigkeit erst am 18.—19. XI. 
ihr Ende erreicht haben. Dieser Garungsverlauf ist nicht ver- 
ursacht durch die hemmende Wirkung des gebildeten Alkohols, 
der (vgl. Kurve b) erst Lei einer viel héheren Konzentration 
die Garung hemmt, und auch nicht durch Art und Menge der 
Hefe. Dann kénnte nicht die Anfangsgirung in der normalen 
Weise erfolgen. Der Grund der Stérung wird deutlich aus dem 
Orte der Knickung. Die 100g Invertzucker, die die Kultur 
enthiilt, liefern 46 g CO,. Bis zu diesem Punkt ist die Garung 
schnell verlaufen. Die dort beginnende Verlangsamung kann 
nur darin liegen, daf} die Invertierung des Rohrzuckers, d. h. 
die Bildung der giirfiihigen Hexosen, erst nach Beseitigung des 
primir zugesetzten Invertzuckers begann und dann mit einer 
sehr geringen konstant bleibenden Reaktionsgeschwindigkeit 
verlief. Die Hemmung der Inversion durch den anwesenden 
Invertzucker wiirde dem von Tammann!) gefundenen Gesetze 
entsprechen. Die kleine Reaktionsgeschwindigkeit, die nach 
Vergarung des Invertzuckers fiir die ganze Dauer des Versuches 
bestehen bleibt, wiirde bedingt sein durch die bleibende Ferment- 
liihmung, wie sie durch die Versuche I demonstriert ist. 

Da bei dem Giirungsverlauf der Versuche 1 und 2 wegen 
des hohen Invertzuckergehalts diese Knickung der Kurve nicht 
zum Ausdruck kommen konnte, war es zuvor notwendig, an 
einer grofen Reihe zu sehen, ob der im Versuch 3 beobachtete 
Befund konstant ist. 

Versuch 4. 
Es wurden daher 28 Girversuche von je 100 ccm Hefewasser an- 


vesetzt. Jede Kultur enthielt 20 g Zucker, und zwar nur Rohrzucker 


‘yYLe 
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oder nur Invertzucker und Mischungen beider in verschiedenen Verhalt- 
nissen. Zum Vergleich wurde auch die Vergérung reiner Dextrose und 
reiner Lavulose beobachtet. Die Verteilung der Zucker wird aus dem Kopf 
der nachfolgenden Tabelle S. 140 u. 141 deutlich. Der etwas griffere Wasser- 
gehalt von Dextrose und Lavulose sowie die Gewichtsvermehrung, die 
durch die Inversion des Rohrzuckers eintritt, wurde nicht beriicksichtigt. 
Die Kulturen I—XIII wurden mit in Rohrzucker gewaclisener, die Kulturen 
XIV—XXVIII mit der gleichen Menge in Invertzucker gezogener Hefe geimpft. 
Die folgende Tabelle gibt Aufschluf$ tiber den Verlauf der Gérung. 

In der Kurve b ist der durchschnittliche Garungsverlauf 
der Kulturen, die den gleichen Zuckerzusatz enthielten, dar- 
gestellt. Der Ubersichtlichkeit halber sind die Kurven der Invert- 
zucker-, Dextrose- und Liavuloselésungen nicht aufgezeichnet. 
Aus der Tabelle geht hervor, daB die Giirung dieser Lésungen 
ein wenig rascher verlauft, als die vom Rohrzucker, aber eine 
Kurve von genau dem gleichen Typus gibt wie dieser. 
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Versue! 








| | il } Il | IVi V | VI VII VIL IX | X | XI XII XII | 
Rohrzucker . .. 420) 20] 16 | 16 | 12 | 1278 & 


Dextrose ....]0){ 0 





NO 
Do 
-— 
ft 
Sib 
S 
_ 
- 
nm fm 

— 
Cw 
— 
ome 
— 
& 


Lavulose .... QO O 2 2 4 4 6 6 | \ 
| | 

Zeil 

Tag Std. | 

| 





27. X. 6h 24 10,10 0,05] 0,05, 0,13] 1,08 0,05] 0,05, 0,05] 0,00] 0,10, 0,05] 0.25] 0.0) 
28. 10ha.m. 40]1,15 1.05] 1,02 1,15] 1,15 1,22] 1,10, 1,10] 1,10] 1,10, 0,93] 1,33) 0.5) | 
6h p.m. 48]1,65 1,55] 1,37, 1,62] 1,60 1,77] 1,70, 1,75] 1,73] 1,75, 1,60) 1.95] 1.45 | 
29. 10h a.m. 64 ]2,90 2,93] 2,55, 2,80] 2.77) 2,95] 3,15. 3,25] 3,30 3,25 3,20] 3.50) 3.0) 
6hp.m. 72 13,50 3,50} 3,00, 3,25 3,17) 3,32] 3.75 3,80] 3,85] 3,90, 3,85} 4.15) 3,0) | 
30. LOha.m.) 88 |4,55 4,45) 3,90, 4,18] 3,83 3,77] 4,50, 4,65] 5,03] 5,12) 5,02] 5,20) 4s) 
6h p.m. 9614,90 4,85] 4,25, 4.55] 4.00, 3,97] 4,83) 4,88] 5,43 5,50 5,53] 5.62) 5.23) 4 
31. 10h a.m. 112 [5,70 5,62] 5,00, 5,30] 4,45 4,32] 5,20, 5,20] 6,10] 6,45) 6,45] 6,60] 6.1) 95 
6h p.m. 120 ]6,00 5,92] 5,30, 5,58) 4.53. 4,49] 5,30. 5,30] 6,35 6,85. 6,85] 7,00] 6 a 
1X1. 65a.m. 144 16,75 6,70] 6,05 6,40] 5,10 4,92] 5,55 5,45] 6,72 7,55! 7,60) 7.85 
2. 168 |7,47 7,30] 6,73, 6,95] 5,53. 5,35] 6,75, 5,63] 6,85] 8,20, 8,10} 8.40] 7.7) J 
3. 192 18,05 7.85] 7,30. 7,57] 6,00 5,82] 6,00 5,83] 7,00] 8,25. 8,35] 8,60]. 7. 
t. 216 [8,55 8,35] 7,85 8,10] 6,42 6,27] 6,22 6,05] 7,15 8.38 8,45] 8,65] 53! 
5. | 240 8,93 8,70] 8,17, 8,33] 6,72. 6,70] 6,37 6.18] 7,22] 8,45, 8,50] 8,70] 8.3) BB: 


6 264 19,20 8,94] 8,60 8,65] 7,12 6,97] 6,65, 6,40] 7,30] 8,55. 8,55] 8,70] 8.45) HB: 
7. | 288 [9,37 9,15] 8,82, 8,92] 7,40. 7,32] 6,90. 6,60] 7,40] 8,55. 8,60] 8,80] 5!) BP 
8, | 312 ]9,47 9,30] 9,05, 9,07] 7,65, 7,62] 7,08 6,75] 7,47] — 8,60] 8,80] — Ps 
4 336 19,50 9,821 9,10 9,12 7,83) 7,82] 7,17) 6,90] 7,521 — | — g 
11. 384 19,60 9,40] 9,30, 9,32] 8.28 8,321 7,57. 7.27] 7,65) —  — ri 
13. 432 [9,60 9,40] 9.30. 9,35] 8,50. 8,59] 7,90. 7,50) 7,73] — | — | 2 
15. | 480] — | — | — | — |8,78| 8,87] 8,23) 7,80) 7,93] — | — 


17. 528] — |— | —  — | 8,93 8,97] 8,40) 8,05] 7,98] — | — it 


























19, 576{— — | —  — ]9,05 9,07] 8,65 8,25] 8,02] — | — 

21, 624]— |— | — | — | 9,15) — | 8,75 8,47] 8,25] — | — |] —|-8 

24. 696 | — — | — ]9,15| — |8,87/ 8,65] 8,35] — | — . 5 

si 768{— |—|1— | —|— | — 19,05 8,70] 8,451 — | — | 
I—XUI geimpft mit «Rohrzuckerhe Aly 
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XVEXVIPXVUE XIX} XX) XXUXXIXXIIPXXIV XXVIXXVEP XXVU[XXVHI 
P » 20,16) 16] 12 | 127 8 84 4 | 4 0 () 0 0 0 
0 O 2 2 4 4 6 6 8 8 10 10] 20 20 () 
nia@o. of2 i: 2 4 416) 67 8 8 10 10] O 0 2) 
") 
| 
| | | 
| | 
dn) $0.07 0,10] 0.02 0,05} 0,00 0,00] 0,05, 0,00] 0,00. 0,05] 0,02 0,00] 0,10 0,10 | 0,00 
si Hix 1.15] 1.10 1,05] 1,00 1,13] 1,28) 1,07] 0,95) 1,15] 0,97 0,85] 1,20) 1,10 | 1,00 
| “d 4165 1.6811.65 1,58] 1,70 | 1,70] 1.80) 1,75]4,57) 1,75] 1,62/ 1.55] 1.80) 1,60 | 1,70 
| 3.0 2.4) 2.95] 2,72 2.58} 2.85 | 2.85] 3,20 3,13)3,15, 3,25] 3,25 | 3,05) 3.12) 3.05 | 3.25 
3,65] $8.35 3.45] 3.05, 2,90] 3,10 3,30) 3,65) 3,62] 3,67 3,85] 3,90 | 3,62] 3,65 3,57 | 3,75 
I; B35 4.45] 4,00. 3,83] 3,80. 3,80] 4,42) 4,42] 4,95' 5,021 5,08 | 4.87] 4.73) 4,60 | 4,90 
5,23] : 4.75 485) 4.35 4,18) 3,97 | 3.95] 4.65 4,75] 5,40, 5,45] 5,50 | 5,35) 5,10) 5.00 | 5,30 
6.1) $5.50 5.55) 512 4,88) 4,40 | 4,407 5,00 5,10] 6,10 6,15 6,40 6,25) 5.90) 5.88 | 6.10 
1640 Bd.80 5.92)5,45 5.15) 4,55 | 4,55) 5,05 5,17}6,35 6,35] 6,78 | 6,57] 6.33) 6,27 | 6,45 
q 7 1.03 6.6816.15 5,857 5,05 | 5.05] 5,13) 5,38816,68) 6,73 | 7,47 | 7,35) 7,17) 7.25 | 7,30 
17.7) $7.13 7.20) 6.85 6,50) 5,45 | 5,50]5,25 5,4816,90 6,85] 8,15 | 7,85] 7,93 8,02 | 7,78 
W810) $0.78 7.90) 7.45 7,20) 5,97 | 5,95] 5,48 5,62]7,05 7,03] 8,50 | 8,22] 8.43) 845 7 8,20 
51 434 8.30 8.40] 7.90. 7,70] 6,40 | 6,37] 5,60) 5,85] 7,13, 7,07] 8,62 | 8,35] 8.60, 8,60 | 8.35 
8.3, $8.60. 8.70] 8.22, 8.05] 6,70 | 6,72] 5,70 5,97] 7.25 7,15] 8,62 | 8.38] 8,60 8.60 | 8.40 
844 97 9.08] 8.58. 8,48] 6,95 | 7,05] 5,85. 6,15] 7,40, 7,23] 8,70 8,40] 8.65 8,70 | 8,50 
) st] 125 9.2718,80 8,80} 7,42 | 7,35] 6,00) 6.32 7,90 7,30] 8,70 840] 8,65) 8.70 | 8.55 
p| — | 98.35 9,4019,00 8,97] 7,68 | 7,60) 6,10) 6,45]7,55, 7,35) — | — oo» Pees 
F800 9.45] 9,00 9,10] 7,88 | 7,80] 6,15) 6,58] 7,60 7,40 
BB4 950 9,30] 8,27 | 8,17] 6,40) — ]7,75| 7,48] — — 
BPS 9.551 9.20 9,33] 8,60 | 8,401 6,62) 7,07] 7,90. 7,55 5 
- — | 8.83) 8,75] 6,95 7,4018,07) 7.75 _ me 
- — | 8,90 8.85] 7,10 7,60]8,17 7,80 
we— —|— | —] 910! 897] 7,35 7,8518.35| 7,90] — i 
i ‘ 910 9,03] 7,50 8101847 8,05] -— - 
| — | — | 9,08]7.82 8,23]8.55 8,20] — _ 
— | —] — | 9,10]7,95 8,4518,65! 8,301 - 








Ay 


XXVHI geimpft mit <Invertzuckerhefe>. 
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Tabelle und Kurve zeigen, dai die Vergirung von 
‘ohrzucker-Invertzuckergemischen in derselben Weise ver- 
laufen ist wie in Versuch 3. 

20 g des hier angewandten Invertzuckers liefern 8,56 CQ,. 
Wenn die Knickung in der Giérungskurve dadurch bedingt ist, 
dali der zugesetzte Invertzucker schnell, der Rohrzucker wegen 
der Liihmung der Invertase langsam vergirt, so muf die An- 
derung der Geschwindigkeit nach oder kurz vor der Beendi- 
gung der Vergiirung des Invertzuckers erfolgen. Das ist der 


Fall, wie folgende Tabelle zeigt. 





ET __Ct 
! Die Knickung erfolgt 





Kurve _g Invertzucker | = ¢ CO 
. ilies bei g CO, 
2 | 4 | 173 | - 
3 | 8 3,46 | 3,15—4,00 
} | 
| 12 | 5,19 | 4,85 
5 | 16 | 6,92 | 6,30 


Wie bei dem Versuch 3c liegt auch hier die Grenze der 
Wirkung des Invertzuckers auf die Invertase bei einer Kon- 


zentration von 4°/o. 


Versuch BD. 


In der gleichen Anordnung wurde eine zweite Serie von 
14 Kulturen angesetzt, in denen die Menge des Rohrzuckers 
nach der des entstehenden Invertzuckers berechnet war. Es 
sollte hier neben der Wirkung des Invertzuckers auch die von 
Dextrose und von Liavulose beobachtet werden. Zur Impfung 
wurde eine nicht vorbehandelte Hefe verwandt. 

Der Durchschnitt der Parallelversuche ergibt Kurve c 
auf S. 144. 

Das Resultat dieses Versuches gleicht dem des vorigen 
vollig. Die Knickung der Kurven tritt auch bei Rohrzucker- 
Dextroselésungen und bei Rohrzucker-Livuloselésungen ein. Der 
Vergleich des Ortes der Knickung mit der CO,-Menge, die der 
virfahige Zucker liefert, ergibt folgende Gegentberstellung. 


\ 
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Zu Kurve ec. 
ee eee) 


Die Knickung erfolgt 





Kurve Zucker = g CO, 
| bei g CO, 
II | 8g Invertzucker 3,58 3,23 


Ill 10 » » 446 b4 
j IV | 12 » ; 5.36 4,63 





V 10 » Dextrose 1,46 +42 
Vi 10 » Livulose 4,46 t.32 


Tabelle. 
L Wyte WY Vv VEyVil, Villy IX) X | XD) XIPXIML XIV 
Rohrzucker g¢ .] 19) 19411,411,4)9.5' 9,517.6) 7,67 9.5 9,5) 9.5 9.5}, 0 5 U 
Dextrose g . .] 0 0} 4,0 4,015.0 5,016.0) 6,0]10,010,0} 0 0 | 10,0, 10.0 
Livuloseg . .| 0) O} 40 4,015.0 5,016.0) 6.01 0. 0 [10,010,0] 10,0 10,0 








Datum = Std, 
18. XI. 48 0,10 0,03 0,04 0,08]0,50 0,050.04 0,05 0,08 0,385]0,01 0,02] 0,05 0.05 








19. 72 [2,05 1,83]1,70 1.98]2,77 2.12]1,70 1,97 |1,55 2,55]1,83 1,75] 1,98 1.75 
2), 96 [3,93 3,55]3,07 3,38]4,00 3,69]3,44 3,72 [3,47 4,04]3,30 3,45] 3,75. 3.51 
! 21. 120 ]5,23 4,85]4,07 4,2014,45 4,4914,54 4,72 [4,38 4,45/4,18 4,45] 5,25 5,18 
P 22. 144 16,23 5,8d]4,87 -4,78]4.78|5,02 5.07 5,02 4,50 4.7214.68 5,0316,53 6.56 
23. 168 17,08 6,65}5,52 5,3315,07 5,57|5,42 5,47 4.73 4,97[5,18 5,62] 7,42. 7.51 
m4, 192 |7,86 7.40]6,17 5,93)5,33 6,1215,87 5.75 [5,00 5,29)5.53 6,15] 8,10, 8,25 
25. 216 [8,40 8,00]6,75 6,46]5,62 6,5716 04 5,95 [5,20 5,55]5,81.6.57] 8,43 8.51 
26. 240 |8,81 8.35]7,22 6.8315,90.7,32[6.25 6,10 [5,38 5,8216,13 6,98] 8.55. 8,68 
27. 264 19,08 8,65]7.65.7.2316,13'7,5716,42 6.32 [5,60 6,07|6,33 7,32] 8,70. 8.81 
28. 288 |9,23 8,80]7,97 7.48]6,25 7,87]6,52 6.42 15,70 6,25]6,50 7,60] 8,75. 8,88 
Oy, 312 9,28 8,95 8,15/7,7616.50 8,146.79 6,67 [5,95 6,57]6,78 7,85] 8,80. 8,93 


30. 836: 19,45 .9,05]8,52/8,08]6,75 8.35]7,00 6,87 [6,15 6,79]6,95 8,02] 8.87. 8,95 
1. XI.) 360 [9,45 9.05]8,64 8,2816,97 8.55]7,17 7,00 [6,27 6,99]7,10 8.17] — 8,98 
2, | 384 | — | —18,79.8,48]7,20 8,9217,40 7,22 16,48 7,27]7,38 8,45] — 
. 432 | — —— |9,02'8,75]7,60 9.17]7,74 7,60 16,83 7,67|7,65 8,65] — 
6. 480 | — — |9.12'8,9317,95 9,2018,07 7.84 [7.10 7,97]7,83 8,80] — 
8, 528 | — — }9,12'9,00]8,17, — ]8,30 8,12 |7,37 8,24|8,08 —| — 
M1. 600 | —| —] — |9,05]8,35' — ]8,60 8,39 17,70 859/841) —} — | — 
4. | 672) —| —] —'9,1318,68) —|8,79 8,67 |7,95.8,77)/8,58) — 
Is, |. 768. | —| —] — (9,308.78 — 19,02 8,87 [8,33 8,99/8,80, —] — 
28, | 1008 | —| — _| — |9,05| — 19,22 9,17 8,80 9,37 9.03, — 
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a. a oe eee See 
Foyzuker Dertrose Laevnilose 
Z| | | 2@ 0 | 
955 | 50. 50 | 
4 16 } 60 £0 or 
95 0 0 | 
| 95 0 100 | 
0 00 0 
+—j——++- + ! 4 
r | | | | | 
oo | | 
2 $80 528 $16 672 168 1002 
Kurve ¢. 


Die Kurve VI ist nicht ausgezogen. Sie fallt fast genau 
mit der Kurve [Il zusammen. 

Ob die stiirkere Hemmung der Invertase durch Dextrose, 
die in diesem Versuch hervortritt, auf einer Gesetzmibigkeit 
oder auf einem Zufall beruht, bedarf weiterer Untersuchung. 


IIT. 


Es blieb noch iibrig, den Verlauf der Invertierung wihrend 
der Giirung in solehen Kulturen direkt zu ermitteln. 


Versuch 6. 

1000 ccm Hefewasser -++- 190 g Rohrzucker und 1000 ccm Hefe- 
wasser -+ 95 g Rohrzucker + 100 g Invertzucker wurden mit 1 ccm einer 
frischen Hefekultur geimpft. Die CO,-Produktion wurde gemessen. Zu 
gleichen Zeiten wurden Proben von je 50 ccm steril entnommen. 
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In diesen Proben wurde nach Austreibung des Alkohols, Entei- 
weifung durch Bleiessig und Fiallung des Bleies mit Natriumsulfat die 
Drehung und durch Titration nach Bertrand der Gehalt an Invertzucker 
ermittelt. Aus der Kohlenséiureproduktion wurde die Menge des in dei 
Lisung verbliebenen Zuckers und damit die Menge des mit den Analysen- 
proben entnommenen Zuckers herechnet. 

a) Verlauf der Garung. 

















A. Rohrzucker B. Rohrzucker -;- Invert- 
zucker 
Datum Std. jg CO, = g | Analysen- }g CO, - ¢ | Analysen- 
Zucker | ostrommen Zucker | stnommen 
11.XIL 6h} OT] O 0 8.96 0. oO 8,96 
13. 9h] 39%)] 545 11,83 840 6,95, 15,12 8,26 
14. 10h] 64°) [2040 44,30) «©6880 = 2510 54,60! = «6.32 
15, 10h} 884) 133.05 71,8 | 540 135,95) 77,8 5,12 
16. = 4h 1118) 145,65) 99,4 3,9 12,40 92,0 4.33 
17. 10h} — |5220 113.5 233 44,65 96.9 4,04 
18. 10h} 160%) |58.15 126.5 10 47,40 103.0 3,78 
19. 10h 63,25 137,25; 0,5 50,48 109.7 3,23 
20. 10h} 2087) 167,60, 147,00 | _ 53,68 117.0 272 
22. 256%) [71,05 1546 | _ 57,53 125,0 2,13 
25, 328%) 174.75) 162,5 | ie 63,28, 137.6 1,09 
28, 400 ')| 75,65 1645 | —  |66.73° 145.0 0,44 
cE. & — [75,95 165.0 | — 69,48 150.8 
8. 76,00 — — 69.98) 152.0 _ 
17. — [Summa 165.0 37,26 |70,88 1541 
5. I. ‘oan 37,26 72,08 155.8 
202,26 50,42 Sa. 50,42 
205,22 











1) bis !°) bedeuten Probeentnahmen. 

Die Berechnung des Gesamtzuckers ist, wie die Tabelle 
zeigt, mit einem Fehler!) behaftet, der aber fur die Beurteilung 

1) Die Berechnung des Zuckers aus der CO,-Produktion ist nicht 


Auferdem wurde Invertzucker titriert, wihrend die Tabelle nach 
Diese Fehler kommen in der Bilanz 


genau. 
Bertrand fiir Dxtrose aufgestellt ist. 
zum Ausdruck. 
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des ganzen Versuches ohne Belang ist. Diese Bilanz hat nur den 
Zweck, darzutun, dali nach 88 Stunden die Kultur B durch Ga- 
rung und Analysenproben mehr wie 100g Zucker abgegeben hat. 


b) Verlauf der Inversion. 














A. Rohrzucker B. Rohrzucker -+ Invertzucker 

Nr. der "0 Nr. der) | "/0 | 

Stun-) Ana- | Dre- redu- Stun-| Ana- | Dre- _redu- | 

zieren- k . 4074 | | zieren-|k . 1Q~* 

den lysen- hung | der den iiavuil hung der | 

probe Zucker | probe | Zucker) 
( 1 |44560/138), — | —| 1 5ssa7 | — 

39 | 2 |412,981983 | 34,79] — | °2 [45,45] 7.14 | 
64) 3 I+ 909181 | 5906] — | 38 [45871357] — 
ss! 4 (4 673/152 | 68363] —| 4 14-7471 154) — 
IS 5 4.26145 67,36] 30) 5 |-4+6,61 0,494) 30,24 
160 6 -+ 1,95) 0,655 | 67,41 72 | 6 ea 5,00) 0,648 | 39,81 
208 7 i+ 0,59 0450 | 62,15 | 120 | 7 as 3,76 0,457 | 39,08 
256 8-025 0185 52,94 | 168 | 8 42,83) 0,513) 37,60 
328 % +. 0,12 0,075 | 42,07 | 240 | 9 |-+ 1,45) 0,221 | 38,98 
400-10 0,10.0,0197, — | 312 | 10 +-0,59 0,180, 37,41 
408 11 +0,20 0,150) 32,43 


Die Konstante ist nach der Formel der monomolekularen 
Reaktion, in dieser die Zeit in Stunden berechnet. Bei B wurde 
als Nullpunkt der Zeit der Termin der 4. Probeentnahme 
(88 Stunden nach der Impfung) angesetzt, da zu dieser Zeit 
eine der zugesetzten Invertzuckermenge entsprechende Menge 
Zucker durch die Garung und die Analysenproben aus der 
Kultur heraus war. 

Bei A erfolgte die Inversion mit einer zuerst geringeren 
(reschwindigkeit, wohl bedingt durch die Menge der Hefe, deren 
\Wachstum in dieser Zeit noch nicht beendet war. Dann wird 
die Reaktionsgeschwindigkeit konstant, bleibt aber so kiein, dab 
eine Anhaufung von Invertzucker in der Lésung nicht zustande 
kommt. Die Vergirung halt mit der Invertierung gleichen Schritt. 


') Dieser Invertzucker ist durch das Sterilisieren der Lésung ent- 


standen. 
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Bei B erfolgte die Garung im Anfang bis zu der Frist von 
88 Stunden schneller als bei A. Dann tritt, wie aus Tabelle a 
ersichtlich, eine plotzliche Abnahme der Giirungsgeschwindig- 
keit ein (Knickung der Kurve). In diesen ersten 4 Tagen nimmt 
die Konzentration des Invertzuckers stetig und schnell ab, 
wahrend die Rechtsdrehung am 4. Tage einen betriichtlichen 
Anstieg zeigt. Dieses Maximum der Drehung entspricht, wie der 
Vergleich von Tabelle a und b zeigt, der Knickung der Girungs- 
kurve. Zu dieser Zeit ist der Invertzucker aus der Lisung ver- 
schwunden, die Rechtsdrehung des Rohrzuckers tritt jetzt schiirfer 
hervor. Und jetzt erst beginnt die Inversion des Rohrzuckers 
und verléuft mit einer geringeren Geschwindigkeit als bei A, 
sodal} auch hier, wie in den Versuchen sub II, die Giirung eine 
erheblich liingere Zeit in Anspruch nimmt. 

Es sei ausdriicklich hervorgehoben, dali bei diesen Ver- 
suchsanordnungen (II und III) die Invertierung nur dann den 
geschilderten Verlauf nimmt, wenn mit einer kriiftig giirenden 
Hefe geimpft wird, und die Girung prompt verliuft. 

Wird ein solcher Versuch statt mit Hefewasser mit einer 
Nahrsalzl6sung angesetzt, in der die Giérung langsam erfolgt, 
so geht die Invertierung des Rohrzuckers schon vor der Ver- 
girung des Invertzuckers vor sich. 


IV. SchluBbemerkungen. 


Aus diesen Versuchen geht hervor, dah die In- 
vertasewirkung lebender Hefe durch Invertzucker ge- 
schwiacht wird, und dafi diese Fermentlihmung auch 
nach Fortschaffung des Invertzuckers (durch Aus- 
waschen oder durch Vergiirung) anhalt. 

Der Stillstand von Fermentreaktionen (Endzustand) ist 
bisher hypothetisch so gedeutet worden, dafi das Ferment und 
die Produkte, die es bildet, eine unwirksame reversible Ver- 
bindung eingehen, nach deren Dissoziation das Ferment seine 
Aktivitét wiedergewinnt. 

Diese Annahme stimmt mit dem Ergebnis der hier mit- 
geteilten Versuche nicht tiberein. Wir miissen schliefen, dali 
die Produkte des fermentativen Prozesses in den hier an- 
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gewandten Konzentrationen eine fiir die Dauer dieser Versuche 
bleibende liihmende Wirkung auf das Ferment haben, die auch 
nach Entfernung der Produkte bestehen bleibt, also nicht nur 
durch eine Bindung des Fermentes an die Produkte bedingt 
sein kann, sondern ihren Grund in einer Beeinflussung des 
Fermentes selbst haben mub. 

Ich glaube, dafi es wohl erlaubt ist, das Ergebnis dieser 
Versuche auf die Frage und Annahme zu beziehen, die ihren 
Ausgangspunkt gebildet haben. Die Steigerung der Ammoniak- 
ausscheidung, die nach Zufuhr grofer Mengen Harnstoff ein- 
treten und die Anwesenheit des Harnstoffs im K6rper tber- 
dauern kann, darf jetzt als ein Analogon des Vorgangs der In- 
vertaselahmung durch Invertzucker aufgefabt werden. 

Dieses Prinzip der Fermentléihmung wird sich unschwer 
auf eine grobe Reihe von Prozessen anwenden lassen. Davon 
soll aber hier nicht weiter die Rede sein. Ich méchte nur er- 
wihnen, dai der Begriff der Fermentermiidung bereits von 
srugsch und Schittenhelm ihrer bekannten Theorie der Gicht 
zugrunde gelegt ist, und daf ich!) diese Schwaéchung der Fer- 
mente des Nucleinsiiureabbaues anf die Anwesenheit der Harn- 
siiure (des Endproduktes) im Blute des Gichtikers zurickgefiihrt 
habe. Aus dieser Annahme ergibt sich eine zwanglose Ver- 
einigung der beiden Gichttheorien (der «Nierengicht» und der 
«Stoffwechselgicht> ). 

Die starke und anhaltende Liihmung der Invertase durch 
grobe Invertzuckerkonzentrationen stellt aber nur den diufersten 
Fall eines Vorganges dar, der bei kleinen Konzentrationen in 
feinsten Abstufungen und in reversibler Weise verlaufen kann. 
Die bereits erwihnten Harnstoffversuche zeigen, daf die Harn- 
stoffbildung nach wenigen Tagen wieder normal ist. Und einen 
Einblick in das normale Geschehen gewihrt besonders der Ver- 
such 6A. Die Kultur stellt ein in sich geschlossenes System 
dar, in dem das Hefewachstum zu einer durch Volumen und 
Zuckerkonzentration gegebenen Zahl von Zellen fiihrt, in dem 
lebhafte Stoffwechselvorginge vor sich gehen, und aus dem 


‘) Verhandl. d. D. Kongresses fiir innere Medizin. Wiesbaden 1911, 
S. 488 (Diskussionsbemerkung). 
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ein Stoffwechselendprodukt (CO,) stiéndig ausgeschieden wird. 
Zum Abbau des Rohrzuckers gehéren zwei Fermente. Und im 
Organismus gibt es wohl keinen Vorgang, der nur eines Fer- 
mentes bediirfte. Wir haben oft ein ganzes System von Fer- 
menten, von denen ein jedes das Produkt des vorhergehenden 
als Substrat ubernimmt. In dem kurzen System Rohrzucker- 
(Invertase)-Invertzucker-(Zymase)-Alkohol -++- CO, herrscht, wie 
der Versuch 6 zeigt, eine strenge Ordnung. Die Invertase arbeitet 
nicht schneller wie die Zymase, sodaf es nie zu einer Anhéufung 
von Invertzucker kommt, zu einer Konzentration, die den weiteren 
Verlauf der Invertierung hemmen koénnte. Die gleiche Ordnung 
scheint in allen normalen Stoffwechselsystemen zu herrschen. 
So erfolgt der Prozefi der Zuckerbildung aus dem Glykogen und 
der Zuckerverbrennung im Organismus mit einer grofen Kon- 
stanz im Zuckergehalte des Blutes. 

Die Ordnung, die in diesen Systemen herrscht, kann nicht 
anders erklirt werden als dadurch, dai die Fermentprodukte 
das Ferment in einer spezifischen Weise beinflussen, sodah 
bei héherer Konzentration der Produkte (nach einer Periode 
der Aktivitiit des Fermentes) das Ferment gehemmt und in- 
aktiver wird. Diese Inaktivierung ist in der Breite der physio- 
logischen Konzentrationen der Fermentprodukte leicht rever- 
sibel. Man kann sich also den Fermentprozef als einen rhyth- 
mischen Vorgang denken, der (abgesehen von der Ausschel- 
dung der letzten Produkte aus dem System) seine Schwingung 
in sich selbst, durch seine eigenen Produkte ordnet. 


Gottingen, Februar 1912. 














Weiterer Beitrag zur Kenntnis von Derivaten von 
Monoaminosdauren. 


Pikrolonate des Glykokollis, des d-Alanins und 
des dl-Leucins, 


Von 


Emil Abderhalden und Arthur Weil. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Miirz 1912.) 


Die von Steudel!) zum erstenmal zur Charakterisierung 
von Diaminosauren verwandte Pikrolonsdure hat schon wieder- 
holt gute Dienste bei der Identifizierung von Lysin, Arginin 
und Histidin geleistet. Beim letzteren ist allerdings zu beachten, 
dafi das freie Histidin ein Monopikrolonat liefert, wihrend, wie 
der eine von uns und Einbeck?) feststellten, sowohl das Histi- 
dinmonochlorhydrat und das Dichlorhydrat zum Dipikrolonat 
fiihren. Brigl*) hat unter Steudels Leitung diese Beobachtung 
bestiitigt. Zur Isolierung der Monoaminosiiuren stehen uns im 
allgemeinen keine so guten Methoden zur Verfiigung, wie zur 
Gewinnung der genannten drei Verbindungen aus Gemischen 
von Aminosiuren. Die Monoaminosiiuren haben zum grofen 
Teil sehr ihnliche Eigenschaften. Vor allem beeinflussen sie 
sich gegenseitig stark in ihrer Loéslichkeit, besonders, wenn 
dem Gemisch von Aminosauren Unreinheiten beigemengt sind. 
Wohl kennen wir sehr charakteristische Derivate fiir einzelne 
Monoaminosiiuren, doch versagen diese, sobald Gemische ver- 


') H. Steudel, Das Verhalten der Hexonbasen zur Pikrolonsaure, 
Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 219, 1902/03. 

?) Emil Abderhalden und Hans Einbeck, Uber den Abbau des 
Histidins im Organismus des Hundes, Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 331, 1909. 

‘) P. Brigl, Uber das Verhalten des Histidins gegen Pikrolonsaure, 
Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 337, 1910. 
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schiedener Aminosiuren vorliegen. So ist es leicht, Glykokoll z. B. 
als B-Naphthalinsulfoderivat abzuscheiden, wenn diese Amino- 
siure allein vorliegt. Hat man es mit mehreren Monoamino- 
sduren zu tun, dann stOft die Krystallisation des bei der Ein- 
wirkung von B8-Naphthalinsulfochlorid gebildeten Produktes auf 
grobe Schwierigkeiten. In den meisten Fiillen gelingt es nicht, 
irgend ein Derivat ganz rein zu erhalten. Aus diesen Griinden 
ist es erwuinscht, mdglichst viele Derivate von Monoaminosauren 
zu kennen. Vielleicht gliickt es doch, fiir bestimmte Monoamino- 
siuren Derivate zu erhalten, die schlieflich zu quantitativen 
Methoden fihren. 

Wir haben das Verhalten einiger Monoaminosiiuren gegen- 
liber der Pikrolonsaure gepriift. Es ergab sich, dali die bis jetzt 
untersuchten Aminosiuren schwer lésliche Verbindungen liefern. 
Leider verhalten sich alle ihnlich, so dafi wenig Aussicht besteht, 
die eine oder andere Aminoséure mit Hilfe ihres Pikrolonates 
aus einem Gemisch von Aminosiéuren abzutrennen. 

Bei der Gewinnung der Pikrolonate beobachteten wir, dal 
unter bestimmten Bedingungen zwei Molekiile der Aminosiure 
mit einem Molekiil Pikrolonsiiure reagieren. Ahnliche Beob- 
achtungen haben wir auch schon bei der Gewinnung des 
Glvkokollpikrates nach Levene!) gemacht. Gewohnlich reagiert 
nur ein Molekil Glykokoll mit einem Molekiil Pikrinsaure, doch 
erhailt man unter noch nicht genau bekannten Bedingungen 
Produkte, die ein anderes Aussehen zeigen und andere Eigen- 
schaften haben. bei der Zerlegung eines derartigen Priparates 
wurden fast 2 Molekiile Glvkokoll auf ein Molekiil Pikrinsiure 
gefunden. 

Glykokoll-Pikrolonat. 


Wir gaben stets zu einer kochenden, moglichst konzen- 
trierten wasserigen LOsung des Glykokolls eine konzentrierte 
Lésung von reiner, umkrystallisierter Pikrolonsaure in 96 °/oigem 
Alkohol hinzu und kochten noch einige Minuten weiter. Wir 
nahmen im Anfang unserer Versuche stets die auf je 1 Molekiil 


') P. A. Levene, Glycocoll Picrate, The Journal of Biol. Chemistry, 
Vol. 1, p. 413, 1906. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXVIIL. 
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(ilykokoll berechnete Menge Pikrolonséure. Spiter jedoch be- 
rechneten wir auf 2 Molekiile Glykokoll 1 Molekiil Pikrolon- 
siiure, da sich gezeigt hatte, dab die Vereinigung beider in 
diesem Mengenverhiltnis erfolgt. Um diese Beobachtung sicher 
zi stellen, identifizierten wir das erhaltene Pikrolonat zuniichst 
durch die Elementaranalyse. Ferner trennten wir Glykokoll 
und Pikrolonsdure durch Ansiiuren der wiasserigen LOsung mit 
Schwefelsiiure und Ausithern der Pikrolonsiure und stellten 
die Mengen beider fest. Endlich suchten wir mit Hilfe der 
ebullioskopischen und kryoskopischen Methode das Molekular- 


gewicht zu bestimmen. 

2? g Glykokoll, in etwa 5 com Wasser geldst, werden 
kochend mit 3,5 g Pikrolonsaure versetzt, die in etwa 15 ccm 
heibem Alkohol gelést sind. Nach dem Erkalten scheiden sich 
nach einigen Stunden im Eisschrank filzige, zu seideglinzenden 
Kiischeln vereinigte Krystalle ab, die abgesaugt und aus ab- 
solutem Alkohol umkrystallisiert werden. Zur Analyse wurden 
sie im Exsikkator tber Schwefelsiiure getrocknet. 

01624 g Substanz geben 0,2419 g CO, und 0,0621 ¢ H,O. 

0,1680 g geben 28,2 com N (18° 761 mm), 

0,1946 g verbrauchten nach Kjeldahl 18,8 cem " ,,-H,SO. 

Berechnet fiir 
C. oHgN,O; -C,H,NO, (339,15): C, H,N,0, 2 -(C,H,NO,) (414,2): 


C. 42,46 %o C. 40,55 °/o 

H 3,86 °%/o H 4,38 °/o 

DN 20,65°%/o (Dumas) 6 N 20,29%/o 

3 N 12,39%o (Kjeldahl) 4 N 13,53°%o 
Gefunden: 


(. 40.62 0 

H 4,28 %Jo 

N 19,72°'o (Dumas) 
N 13,52°/0 (Kjeldahl) 

1,05 g Glykokollpikrolonat, in etwa 200 cem Wasser ge- 
list, werden mit Schwefelsiiure angesiiuert und ausgeithert. 
Aus der wiisserigen Losung wird die Schwefelsiiure quantitativ 
mit Baryt gefallt. Das Filtrat wird zur Trockene verdampft, 
ebenso die iitherische Losung. 
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Berechnet fiir 1 Molekiil Glykokoll + 1 Molekiil Pikrolon- 
siure: 0,91 g Glykokoll -+- 3,14 g Pikrolonsiure. 

Berechnet fiir 2 Molektil Glykokoil -++ 1 Molekiil Pikrolon- 
siure: 1,46 g Glykokoll -+-- 2,59 g Pikrolonsiure. 

Gefunden: 1,3 g Glykokoll -+ 2,51 g Pikrolonsiure. 

1,044 ¢ Substanz in 50 cem Wasser gelést und wie oben 
verarbeitet. 

Berechnet fiir 1 Molekiil -+- 1 Molekiil: 0,813 g¢ Pikrolonsadure 
2 + ] 0,666 ¢ 
Gefunden: 0,698 g Pikrolonsiiure. 

Die Molekulargewichtsbestimmung fiihrte zu folgen- 
den Ergebnissen: Bei der krvoskopischen Bestimmung konnten 
wir als Losungsmittel nur Wasser verwenden und fanden hier 
als Molekulargewichte 12 und 149. Es scheint also, dab Glyko- 
kollpikrolonat in Wasser stark dissoziiert ist. Bei der Bestimmung 
der Siedepunktserhéhung fanden wir in absolutem Alkohol, der 
iiber wasserfreiem Kupfersulfat getrocknet und destilliert war, 
folgende Werte (Konstante fiir Alkohol 11,5): 














Losung  Substanz lKonzen- | . Gef. Molekular- 
g g tration | gewicht 
14.0 0),2486 1.77 0,061° | 333 - 
Berechnet fiir 

13.05 0,2556 1,96 0,052 ° 133 1 Mol. Pikrolon- 
14,15 0.1136 0.80 0,022 ° 419 siiure -+- 2 Mol. 
14.15 0,3350 236 | 0,063° 430) Glykokoll : 

| 414.2 
1415 | 04486 317 | 0,085° 429 H4,2. 


F: Glykokollpikrolonat schmilzt gegen 205° (unkorr.) und 
zeigt gegen 208° (unkorr.) Aufschiumen mit Zersetzung. Es 
krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in orangefarbenen, seide- 
glinzenden, weichen Nadeln, die beim Trocknen hellgelb werden. 

Es lost sich schwer in kaltem Wasser und kaltem Alkohol: 
leichter in den heifien Lisungsmitteln: es ist unléslich in Ather, 
Aceton, Chloroform, Phenol. 


d-Alaninpikrolonat. 
Auch d-Alanin gibt mit Pikrolonséure gut krystallisierende 
Verbindungen. Wir beobachteten hier zwei verschiedene Modi- 
fikationen. Einmal scheint eine Verbindung von 1 Molekiil 
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Pikrolonsiiure und 1 Molekiil Alanin zu bestehen und ferner eine 
soleche, die aus 2 Molekiilen Alanin und | Molekiil Pikrolon- 
sdure besteht. 

0.5 g Alanin, in etwa 10 ecm Wasser geldst, werden mit 
1.37 ¢ Pikrolonsiiure in 15 ccm verdiinntem Alkohol versetzt. 
Die nach einiger Zeit ausfallenden Krystalle werden zweimal 
aus Alkohol umkrystallisiert. 

0,1502 g Substanz geben 0,2387 g CO, und 0 aes g H,O 

0.1187 g cients hten nach Kjeldahl 10,63 ccm "/,,-H, SO, 

— fiir C,,H,N,O, -C,H,NO, (353,18): 

== 44,17°%/o: H = 4,38*%/e; 3 BR ae 11,90" 's. 
state fiir C,,H,N,O, - 2 X (C,H,NO,) (442,25 »): 
C = 43,41%o: H = 5,01%lo: 4 N = 12,67%o. 
Gefunden: CG = 43,34°/o; H = 4,57 %lo: > Boz 12,64*/o. 

Ks lag somit eine Verbindung vor, die aus 2 Molekilen 
d-Alanin und 1 Molekiil Pikrolonséure bestand. F. unscharf 
gegen 145° (unkorr.). 

2 g d-Alanin in 20 cem Wasser werden mit 2,3 g Pikrolon- 
siiure in 10 cem Alkohol versetzt. Die ausgeschiedenen Krystalle 
werden aus Alkohol umkrystallisiert. 

1,6 g Substanz in 100 eem Wasser gelést. mit Schwefel- 
siiure angesiiuert und ausgeithert. 

Berechnet fiir | 7 Alanin -+- 1 Molekiil Pikrolonsaure: 

12g Pikrolonsiure. 

Berechnet fiir 2 Molekiile Alanin +- 1 Molekiil Pikrolonsiiure: 

0,96 g Pikrolonsaure. 
Gefunden: 1,18 g Pikrolonsiiure. 

Es hatte sich ein aus | Molekiil d-Alanin und 1 Molekiil Pikro- 
lonsiiure bestehendes Produkt gebildet. Dieses Pikrolonat schmilzt 
gegen 215° und zersetzt sich unter Aufschiiumen bei 217° (unkorr.). 
Es lost sich leicht in heiBem Alkohol; schwer in Wasser und ver- 
diinntem Alkohol; es ist unléslich in Ather, Acetonund Chloroform. 


Spezifische Drehung des d-Alaninpikrolonats (1 Mol. d-Alanin 
+. 1 Mol. Pikrolonsiiure) in absolutem Alkohol. 


0.2106 g Substanz in 6,2454 g —— a = 0,8029 dreken 
im 1/2 dm-Rohr bei filtriertem Gasgliihlicht -{- 0,15° (-- 0,01°). 
[oj*” = + 11,08° (+ 0,74") 











Beitrag zur Kenntnis von Derivaten von Monoaminosiuren. LdOd 





dl-Leucinpikrolonat. 


2 g Leucin werden in etwa 100 ccm kochenden Wassers 
gelost und zu der LOsung 2 g Pikrolonsiiure, in 20 cem heiben 
Alkohols gel6st, hinzugefiigt. Die im Eisschrank ausgefallenen 
Krystalle werden abgesaugt und mit etwa 30 ccm absoluten 
Alkohols ausgekocht. Vom Ungelésten wird abfiltriert und das 
Filtrat auf dem Wasserbade etwas eingeengt. Nach dem Er- 
kalten fallen bald grobe Krystalle aus, die zur Analyse im 
Exsikkator getrocknet werden. 

0,1282 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 9,98 cem 
n! o7HSO,. 

Berechnet fiir C,,H.N,O; - C,H,,NO, (895,2): (refundeii: 
5N—2 N=3 N: 10,65°/o. 10,900. 

0,779 g in 50 cem Wasser geloést, mit Schwefelsiiure an- 
gesiiuert und mit Ather extrahiert: 

Berechnet fiir 1 Mol. Leuein 4+- 1 Mol. Pikrolonsiiure : 

0,521 g Pikrolonsaure. 
Gefunden: 0,489 g. 

Die wiisserige LOosung enthiilt 0.0311 ¢ N. 

Ber. fiir 1 Mol. Leucin -- 1 Mol. Pikrolonsiiure : 0,0276 g N. 

Leucinpikrolonat krystallisiert aus 96° oigem Alkohol in 
langlichen, schmalen Prismen von griinlichgelber Farbe, die 
nach scharfem Trocknen in hellgelb tibergeht. 

Es lést sich leicht in warmem Alkohol, schwer in kaltem 
Wasser und ist unlislich in Ather, Chloroform und Aceton. 

F: Gegen 130° beginnende Erweichung, schmilzt gegen 
150° unter Zersetzung und Gasbildung. 











Uber die Betaine der Nipecotinséure und der Pipecolinsaure. 


Von 
K. Yoshimura. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der EKidgen, Technischen Hochschule 
in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, Mirz 1912.) 


Die Untersuchungen der letzten Jahre haben ergeben, dal 
im Pflanzenreiche in ziemlicher Verbreitung verschiedene so- 
genannte «Betaine» sich vorfinden, Verbindungen, die aller 
Wahrscheinlichkeit nach durch vollstaéndige Methylierung der 
Aminosiiuren der Eiweilistoffe in “der Pflanze entstehen. Nur fiir 
eine dieser Verbindungen, das Trigonellin, ist bis jetzt diese 
einfachste Beziehung zu Eiweifspaltungsprodukten nicht er- 
kennbar. 

Zu den «Betainen», deren Vorkommen im Pflanzenreich 
man vermuten kénnte, welche niiher kennen zu lernen fiir 
die weitere Erforschung der Pflanzenbetaine daher wiinschens- 
wert schien, gehdren die N-Dimethylverbindungen der Nipe- 
cotin- und der Pipecolinsiiure. Diese Verbindungen selbst sind 
noch nicht beschrieben worden, dagegen ist von Willstatter 
das Chloraurat des Pipecolinsiiurebetains!) und das Jodhydrat 
und Chloraurat des N-Dimethylnipecotinsiiuremethylesters (Di- 
hydroarecolinjodmethylat und Golddoppelsalz des Dihydroare- 
colinchlormethylats) dargestellt worden. ?) 

Im folgenden sind die Darstellung und die Eigenschaften 
der beiden Betaine, ihre Chlorhydrate, Goldsalze und Pikrate 
beschrieben. 


') Willstatter, Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 29, 3S. 392. 
*) Willstitter. Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 30. S. 729. 
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A. Dimethylbetain der Nipecotinsaure. 


Ungefahr 4 g Arecolinchlorhydrat wurden mit Barytwasser 
verseift, das erhaltene Arecaidin nach Jahns’!) Angaben mit 
Natrium und Amylalkohol reduziert und dann mit tiberschiissigem 
Jodmethyl und methylalkoholischer Kalilauge nach dem_ be- 
kannten Verfahren von Peter Griess methyliert. Das in be- 
kannter Weise von unorganischen Salzen befreite und mittels 
frisch gefiilltem Silberchlorid in das Chlorhydrat umgewandelte 
Reaktionsprodukt wurde sodann in salzsaurer LOsung mit Gold- 
chlorid versetzt, wobei eine reichliche Fiéllung auftrat. 

Chloraurat. Das so erhaltene Chloraurat, das in Wasser 
sehr schwer, in Alkohol ziemlich leicht loslich war, wurde aus 
verdiinnter Salzsiiure umkrystallisiert, wobei sich goldgelbe Pris- 
men oder Siiulen ausschieden. Im Kapillarrohr erhitzt sechmolzen 
sie bei 240—244° unter Zersetzung. 

0.1700 g Substanz gaben 0,0676 g Gold. 

Fiir N-Dimethylnipecotinsiiurechloraurat 

CH,.NO, - HCL. AuCl, 
Berechnet: Gefunden: 
39,67°/o Au. 39,76 °/o Au. 

Chlorhydrat. Das Chlorhydrat, dargestellt durch Zer- 
setzung des Chloraurats mit Schwefelwasserstoff, bestand aus 
farblosen Prismen, welche in Wasser sehr leicht, dagegen in 
Alkohol sehr schwer ldslich waren. Im Kapillarrohr erhitzt, 
schmolz es bei 285—287° unter Schiiumen. Mit alkoholischer 
Quecksilberchloridlosung entstand eine starke Fallung. 

Pikrat. Es bestand aus grofen Prismen oder Saulen, 
die in kaltem Wasser ziemlich schwer, in Alkohol etwas leichter 
loslich waren. Im Kapillarrohr erhitzt, schmolz es bei 175—176° 
und zersetzte sich bei 240°. 

Freie Base. Die Base, dargestellt durch Digerieren des 
Chlorhydrats mit teuchtem Silberoxyd, bestand aus hygrosko- 
pischen Prismen, welche in Alkohol leicht léslich waren und 
siiBlichen Geschmack zeigten. Die wiisserige LOsung reagierte 
neutral, 


1) Jahns, Arch. d. Pharmazie, Bd. 229. S. 669. 
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B. Dimethylbetain der Pipecolinsaure. 


Die niedriger siedenden Anteile kauflichen = a-Picolins 
wurden nach Weidels!) Vorschrift mit Kaliumpermanganat 
oxydiert. Die tiber das Kupfersalz gewonnene Picolinsaure 
ifeine Nadeln aus Wasser, Schmelzpunkt 1385—136°) wurden 
durch Reduktion mit Natrium und Amylalkohol nach Laden- 
burg in Pipecolinsiiture verwandelt und diese nach Peter 
(rriess mit Jodmethyl und methylalkoholischer Kalilauge me- 
thyliert. Das Reaktionsprodukt wurde in bekannter Weise in 
Form des salzsauren Salzes isoliert. 

Chloraurat. Das aus verdiinnter Salzsiure umkrystal- 
lisierte Chloraurat bildete gliinzende, goldgelbe, vierseitige Tafeln, 
welche in Wasser ziemlich, in Alkohol leichter léslich waren. 
Schmelzpunkt 238—240° unter Zersetzung. 

Q1718 g Substanz gaben 0,0680 g Gold. 

Kiir N-Dimethylpipecolinséurechloraurat 

C,H,,NO, - HCl. AuCl,. 
Berechnet: Gefunden: 
539,67 °0 Au. 39,98" 0 Au. 

Chlorhydrat. Prismatische Krystalle, in Wasser und Al- 
kohol leicht loslich. Schmelzpunkt 224—225° (unter Schaumen). 

Pikrat. Kleine Plattechen, in Alkohol ziemlich schwer, 
in Wasser etwas leichter léslich. Im Kapillarrohr schmolz es 
bei 181-—182° und zersetzte sich bei ca. 235°. 

l'reie Base. Neutral reagierender, hygroskopischer Sirup, 
leicht loslich in Alkohol. Schmeckt nicht sub. 

Die beiden Betaine werden durch Phosphorwolframsaure 
gefallt. Pyrrolreaktion negativ. 


1) Weidel, Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 12, S. 1992. 











Notizen. 
Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. 8.) 


Der Redaktion zugegangen am 1, April 1912 


1. Bildung eines braunen Farbstoffes aus Tryptophan. 

Die bei der Darstellung einer gréberen Menge von Tryp- 
tophan verbliebene Mutterlauge zeigte nach liingerem Stehen 
zunichst Dunkelfiirbung. Die urspriinglich vorhandene, sehr aus- 
gesprochene Bromreaktion auf Tryptophan verschwand immer 
mehr. Schlieblich schied sich ein braun gefiirbter Farbstoff aus. 
Er wurde wiederholt abgesaugt und untersucht. Im Laufe von 
zwei Jahren konnten aus der gleichen Mutterlauge ca. 2,5 g 
des braunen Farbstoffes erhalten werden. Seine Bildungsweise 
liefi sich bis jetzt nicht aufklaren. Er lost sich sowohl in 
Alkali als auch in Siiuren. In Wasser ist er so gut wie unldslich. 
Die Analyse ergab folgende Resultate: 

9,31 mg Substanz gaben 1,72 mg Asche, ferner 3,9% mg 
H,O und 13,04 mg CO,. Gefunden fiir die aschehaltige Substanz : 
38,30°%o Co und 4,835 °/o H, fiir die aschefreie 46,94°/o C und 
#,83 lo H. 6,50 mg Substanz gaben 0,675 ecm N (715 mm, 16°). 
Gefunden fiir die aschehaltige Substanz: 11,54° 0 N, fiir die 
aschefreie 14,15°/o. Die Analysen weiterer Proben gaben ganz 
iihnliche Resultate. Es war nicht mdglich, die anorganische Bei- 
mengung ganz zu entfernen. 

Beim Verbrennen der braunen Substanz tritt indolartiger 
Geruch auf. Es handelt sich offenbar um ein Kondensations- 
produkt aus Tryptophan oder wahrscheinlich aus einem aus 
diesem hervorgegangenen Umwandlungsprodukt, denn die braune 
Masse gibt mit Glyoxylsiure und konzentrierter Schwefelsiiure 
keine Reaktion auf Tryptophan. Wir teilen diese Beobachtung 
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mit, weil die Bildung von gefiirbten Substanzen aus bekannten 
Muttersubstanzen Interesse hat und vielleicht zusammen mit 
anderen Feststellungen spiter zu einer klaren Einsicht in den 
Bildungsmodus fiihren kann. Bemerkt sei noch, dafi Adrenalin- 
losungen nach lingerem Stehen auch ein braunes Pigment liefern. 


2. Untersuchung eines eigenartigen, aus der Spongiosa des 
Femurkopfes isolierten Eiweiikorpers. 
Befund eines an Tryptophan reichen Produktes bei Melanurie. 


Herr Prof. Beneke tbersandte uns einen Knochen zur 
Untersuchung, der seine Aufmerksamkeit durch die eigentiim- 
liche Beschaffenheit des Inhaltes der Spongiosa erregt hatte. 
Aus dem aufgehiingten Knochen flof bald eine honigartige 
Masse aus. Sie konnte auf diesem einfachen Wege so gut wie 
volistiindig gewonnen werden. Beim Stehen an der Luft wurde 
die Masse etwas diinnfliissiger. Sie blieb jedoch fadenziehend. 
Beim Erwiirmen einer Probe trat Triibung und dann Fiillung 
ein. Nach Zugabe eines Tropfens verdiinnter Essigsiure er- 
folgte weitere Ausflockung. Die Substanz gab Biuretreaktion, 
ferner trat auf Zugabe von Millons Reagens zuniichst eine 
weife Fillung auf. Bald fiarbte sich diese intensiv rot. Auf Zu- 
gabe von Bromwasser erfolgte flockige Ausfillung eines rot 
gefiirbten Korpers. Tryptophan war auf diesem Wege nicht 
nachweisbar. Die Schwefelbleiprobe ergab eine auffallend starke 
Reaktion und ebenso war die Violettfiirbung auf Zusatz von 
Glyoxylsiiure und konzentrierter Schwefelséiure sehr ausge- 
sprochen. 

Ks standen im ganzen nur 5g von der Substanz zur 
Verfiigung. Wir beschriinkten uns darauf, das Tryptophan zu 
isolieren. Der Eiweiikérper wurde 8 Tage im Brutschrank mit 
Pankreassaft verdaut und dann das Verdauungsgemisch in der 
bekannten Weise mit Quecksilbersulfat gefillt. Es trat ein re- 
lativ sehr starker Niederschlag auf. Er wurde mit verdiinnter 
Schwefelsiiure tyrosinfrei gewaschen und dann mit Schwefel- 
wasserstoll zerlegt. Es gelang, 0,5 g¢ rohes Tryptophan abzu- 
scheiden und aus diesem schlieBlich 0,15 g der vollig reinen Amino- 
siiure zu gewinnen. Es wiirde dies einem Gehalt des Proteins 
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an Tryptophan von 3°o entsprechen. Da bei dieser kleinen 
Menge Verluste nicht zu vermeiden waren, so diirfen wir mit 
Sicherheit annehmen, daf} der Gehalt des untersuchten Proteins 
an Tryptophan ein noch betriichtlich gréberer war. Bis jetzt 
ist uns noch kein so hoher Gehalt an Tryptophan begegnet. 

Dieser Befund erscheint uns im Zusammenhang mit einer 
anderen Beobachtung noch ein besonderes Interesse zu haben. 
Es lieb sich niimlich bei der Untersuchung des Urins eines 
Falles von Melanurie feststellen, dal ein Produkt vor- 
handen war, das mit Glyoxylsiure und konzentrierter Schwefel- 
siiure eine auffallend starke Violettfarbung ergab. Es lieb sich 
mit Quecksilbersulfat ausféllen und in allerdings nicht ganz 
unverindertem Zustand isolieren. Bei der Hydrolyse mit Pan- 
kreassaft liefi sich auch hier ein auffallend hoher Gehalt an 
Tryptophan feststellen. Leider mubte die genauere Untersuchung 
des Produktes wegen Mangels an Material aufgegeben werden. 


3. Versuche uber das Verhalten von spinalen Nerven- 
und Sympathicusfasern, ferner von quergestreiften und glatten 
Muskelfasern gegentiber 1-, d- und dl-Adrenalin (Suprarenin). 


Nachdem festgestellt worden ist, dab das von der Neben- 
niere gebildete Adrenalin (Suprarenin) auf ganz _ bestimmte 
Substrate eingestellt ist, schien es von Interesse, zu_priifen, 
ob sich im Reagenzglas das Gewebe, das fiir das Adrenalin 
den Angriffspunkt liefert, auffinden lift. Wir verwendeten kleine 
Stiicke von spinalen Nerven vom Rind und legten diese in eine 
Losung von Adrenalin 1 : 50 bis 1: 5000. Das Drehungsvermogen 
der L6sung wurde vor der Anstellung des Versuches bestimmt 
und dann von Zeit zu Zeit wieder festgestellt, nachdem das 
Nervengewebe zugefligt war. Wir verwendeten |-, d- und dl- 
Adrenalin. Das Drehungsvermoégen blieb lange Zeit konstant. 
Kine Veranderung trat meist erst nach 24 Stunden ein, und 
zwar war es gleichgiiltig, ob spinale Nervenfasern oder Sym- 
pathicusfasern zur Verwendung kamen. Auch die Art der zu- 
gesetzten Muskelfasern erwies sich ohne Einflul}. Nur in einem 
Kail beobachteten wir das Optisch-aktivwerden einer Probe, 
die aus Sympathicusganglionbrei und dl-Adrenalin bestand. Es 
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kam die d-Komponente des zugesetzten Racemkorpers zum 
Vorschein. Unsere Hoffnung, auf diesem Wege das racemische 
Adrenalin vollsténdig spalten zu kénnen, schlug fehl, indem 
wir nie mehr trotz zahlreicher Wiederholungen der Versuche 
unter allen méglichen Bedingungen einen Erfolg hatten. Es ist 
uns somit nicht gegliickt, die Bindung von Adrenalin an ein 
hestimmtes Gewebe im Reagenzglas durch Verfolgung des 
Drehungsvermoégens der Adrenalinld6sung vor und nach dem 
Zusatz von bestimmten Gewebsarten zu beweisen. Wahrschein- 
lich werden so geringe Mengen von Adrenalin festgelegt, dal 
die yon uns angewandte Methode nicht fein genug ist, um eine 
Abnahme des Adrenalins anzuzeigen. 


4. Vorschlage zur Vereinfachung der Nomenklatur. 


Halliburton macht neuerdings wieder daraul aufmerk- 
sam, dal} die Bezeichnungen Casein und Paracasein leicht zu 
Miliverstandnissen fiihren. Er schliégt die Namen Caseinogen 
und Casein vor. Halliburton wahlt diese Bezeichnung in 
Analogie zu den Namen Fibrinogen und Fibrin. Wir moéchten 
diesen Vorschlag zur Annahme empfehlen. Besonders dem 
Studierenden bereitet es ohne Zweifel Schwierigkeiten, wenn 
er sich merken soll, dafi das Casein in der Milch in schein- 
barer Loésung vorhanden ist und bei der Kisebildung, d. h. bei 
der Gerinnung, Paracasein entsteht. 

Ferner wiire es wiinschenswert, wenn dem Wunsche nach 
einer zweckmibigeren Bezeichnung fiir Hamochromogen und 
Hiimatin Rechnung getragen wiirde. Es wiire ohne Zweifel am 
einfachsten, den Namen Hiimochromogen durch Hamatin zu 
ersetzen und die Sauerstoffverbindung mit Oxyhamatin zu 
bezeichnen. 

Mein Vorschlag, die Gruppe aller mit dem Cholesterin in 
Beziehung stehenden Verbindungen als Sterine zu bezeichnen 
und den Namen Cholesterin fiir das im tierischen Organismus 
aufgefundene Glied dieser Reihe zu reservieren, ist von Windaus 
akzeptiert worden, wahrend die englischen Physiologen ihre 
eigene Nomenklatur beibehalten haben. Diese verschieden- 
artigen Bezeichnungen bieten ohne Zweifel grobe Schwierig- 
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keiten. Besonders der Studierende findet sich nur schwer zu- 
recht. Auf die mifverstindliche Bezeichnung Proteine und 
proteids ist schon wiederholt hingewiesen worden. 

Endlich wiire es auch wiinschenswert, wenn die Bezeichnung 
neu entdeckter Verbindungen nicht in Beziehung zu dem ersten 
Fundort gebracht wiirde. Kine Namengebung, die ein chemisches 
Charakteristikum hervorhebt, ist immer vorzuziehen. Der Stu- 
dierende glaubt an einen Irrtum, wenn er vernimmt, dali aus 
der Pankreasdriise Thymonucleinséure dargestellt wird. 

Es ist zu hoffen, dal} fiir die Bezeichnungen der Biochemie 
bald eine internationale Verstandigung angebahnt wird. 


Erganzung zu der Arbeit 
Quantitative Bestimmungsmethode geringer Bilirubinmengen. 


Von 


E. Herzfeld. 


(Aus dem chem. Laboratorium der mediz. Universitatsklinik Ziirich,) 
(Direktor: Prof. Dr. H. Eichhorst.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, April 1912.) 


Um Mifverstindnisse zu vermeiden, méchte ich auf Wunsch von 
H. Fischer folgende Erginzung zu meiner Arbeit «Quantitative Bestim- 
mungsmethode geringer Bilirubinmengen» (Diese Zeitschr., Bd. 77, H. 4 
1912) anbringen. H. Fischer gibt an, daf er aus Rindergallensteinen 
eine Ausbeute von 20°/o Bilirubin erzielt hat (Diese Zeitschr., Bd. 73, 
H. 3 u. 4, 8. 217, 1911). Die von mir angegebene Menge von Bilirubin 
wurde aus menschlichen Gallensteinen erhalten, die mir in dankens- 
werter Weise von Herrn Prof. Dr. O. Busse (Direktor des path. Instituts 
Ziirich) zur Verfiigung gestellt wurden. Ubrigens handelte es sich bei 
meiner Arbeit um mdglichst rasche Darstellung von reinem Bilirubin fir 


analytische Zwecke. 











Berichtigung zu der Abhandiung: Uber die Vergadrung und 
Bildung der Ameisensaure durch Hefen. 
Von 


Hartwig Franzen und QO. Steppuhn. 


(Mitteilung aus dem chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


Der Redaktion zugegangen am 30, Marz 1912). 


In der kiirzlich unter obigem Titel erschienenen Arbeil') sind uns 
auf Seite 177 unten und auf Seite 178 oben einige Fehler, auf die wir 
in liebenswiirdiger Weise von Herrn Prof. E. Mohr aufmerksam gemacht 
wurden, unterlaufen und die wir hier kurz verbessern méchten. 

Der betreffende Absatz muf\ lauten: 

Anstatt in symmetrischer Weise lift sich die Wasserabspaltung 
aus der Glykolform des Dioxyacetons auch noch in’ unsymmetrischer 
Weise annehmen. Hierbei wiirde zuniichst ein zweiwertiger Alkohol mit 
emer dreifachen Bindung entstehen, welcher leicht in ein Ketenhvdrat 
ubergehen miifte. 

LOH 


cH, — C — CH, —> 1, —C =e H&L - oS = 
l SOH. 


7 | | 
OH OH OH OH Ol OH OH 
Dieses Keltenhydrat wird sich leicht in B-Milchséure umlagern, 
welche dann unter Abspaltung von Kohlendioxyd Alkohol bildet. 
/OH CH, — CH, — COOH 
CH, — CH = C¢ > | 
| SOH OH 
OH 
-> CH, — CH, — OH +- CO,,. 

Diese Annahme steht aber damit in Wiederspruch, dafs bei der 
alkoholischen Girung niemals B-Milchsiure aufgefunden worden ist: auch 
fiir die Ameisensiure ist in diesem Schema kein Platz. Die Bildung von 
a-Milchsiure kénnte man sich allerdings vorstellen, wenn man annimmt. 
daf’ das Ketenhydrat noch einmal Wasser abspaltet, daf\ sich an die so 
enlstandene Doppelbindung Wasser in anderer Weise anlagert und dah 
dieses neue Ketenhydrat sich in a-Milchséure umlagert. 

JOH OH OH 
) ; . 

CH, — CH = Cz > CH,=C=C  —> CH, —C=C 
OH OH | OH 


Ol OH 


> CH, — Ol — (008. 
| 


OH 


') Diese Zeitschrift, Bd. 77, 1912, S. 129. 














Bemerkung zu der Arbeit von B. Oppler: 
Die Bestimmung des Traubenzuckers im Harn und Blut. ') 


Von 


E. Frank. 


Der Redaktion zugegangen am 2. April 1912.) 


Oppler ubt in seiner Arbeit Kritik an dem von Moeckel und 
mir*) angegebenen Verfahren der Blutzuckerbestimmung. Er meint, daf 
unsere Blutfiltrate Stoffe enthalten, welche einer quantitativen Bestimmung 
des Traubenzuckers hindernd im Wege stehen. Er kommt zu diesem 
Schlusse auf Grund unserer Angabe, dafs wir mit dem Filtrat des Gesamt- 
blutes gelegentlich ein ziegelrotes Oxydul erhalten haben, das sich erst 
am unteren Rande des Asbestfilters absetzte. Ein solches Oxydul weist 
nach ihm darauf lin, daf§ entweder die Ausfillung von Kupferoxydul 
verhindernde oder aber reduzierende Substanzen zugegen sind, welchen 
ein vom Traubenzucker verschiedenes Optimum der Reduktion zukommt. 

Wir haben aber ausdriicklich betont, daf§ wir ein solches fehler- 
haftes Oxydul im Plasma itiberhaupt nicht, im Gesamtblut nur dann er- 
tnellen, wenn wir sogleich nach dem Kochen filtnerten, das «richtige>, 
carmoisinrote aber stets, wenn wir vor dem Filtrieren rasch stark ab- 
kiihlten. 

Nun findet Oppler selbst auch mit reinen Traubenzuckerlésungen 
ein gelbes Oxydul, wenn er den Siedepunkt stark herabsetzt, vielleicht 
gibt es also auch noch andere Bedingungen, unter denen Traubenzucker 
ein gelbes Oxydul liefert; solche kénnten z. B. in enteiweiften Gesamt- 
bluttiltraten gegeben sein und durch sofortiges starkes Abkithlen nach 
dem Kochen ausgeschaltet werden. 

Oppler glaubt nun auch weiter die Stoffe namhaft machen zu 
kénnen, die bei uns den Fehler in seinem Sinne bedingt haben, er nimmt 
nimlich, gestiilzt auf seine Erfahrung, an, dafs sich mit kolloidalem Eisen- 
hydroxyd Gesamtblut nicht ganz enteiweifen lasse, sondern stets noch 
elweifhaltige Substanzen enthalte. Ich kann diese Ansicht nicht teilen, 
denn es hat sich uns in einer grofen Zahl von Versuchen ergeben, dah 
die Enteiweifiung*) stets durchfiihrbar ist: es gelingt regelmafig eine vollig 


') Diese Zeitschrift, Bd. 7d. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 65 u. 69. 
*) Mit liquor ferri oxydat. dialysat. Merck. 
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farblose Flussigkeit zu erhalten. die mit Sulfosalicylsiure, doch gewif 
einem héchstemplindlichen Reagens auf EiweiflS und eiweifartige Stofle, 
niemals auch nur die Spur einer Triibung gibt. 

Auch die Entfernung der Hefe mit Hilfe des EFisens hat uns ohne 
erhebliche Schwierigkeit klare, farblose und eiweibfreie Lésungen gegeben. 

Die Losung Bertrand I (eime zuckerhaltige Kupfersulfatlésung) 
haben wir nicht deshalb verwendet, um iiberhaupt brauchbare Resultate 
zu erzielen, sondern um den prozentischen Fehler durch Vergréferung 
der zur Bestimmung dienenden Zuckermenge zu verringern. 

Ich kann demnach in den Deduktionen Opplers einen zwingenden 
Beweis gegen die Richtigkeit unserer Bestimmungen im Gesamtblut (die 
im Plasma werden durch seine Angaben itiberhaupt nicht tangiert) nicht 
erblicken. 

Da meine mt Bretschneider') angestellten Girversuche ergaben, 
dafs alles, was zuvor nach Bertrand reduzierte, nach der Vergiérung 
verschwunden war, ist anzunehmen, dafi wir mit der Bertrandschen 
Methode nur girende reduzierende Substanzen bestimmt haben; ob sich 
darunter auch solche befinden, die nicht Traubenzucker sind, wie das 
Oppler annimmt. diirfte wohl erst noch genauer zu erweisen sein. Ich 
selbst halte es fiir sehr unwahrscheinlich: in jedem Falle kann es sich 
hdéchstens um Spuren handeln, deren Mitbestimmung fiir klinische und 
die meisten experimentell-physiologischen Zwecke nichts ausmacht. 


') Diese Zeitschrift. Bd. 71. 











Beitrage zur Kenntnis der stickstoffhaltigen Bestandteile 
der Pilze. 


Von 


Camille Reuter (Luxemburg). 


Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgendssischen Technischen 
Hochschule in Zirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Miirz 1912. 


Binleitung. 


Die vorliegende Arbeit bildet eine Fortsetzung der im 
hiesigen Institute von E. Winterstein und seinen Schilern 
ausgefiihrten Untersuchungen tiber die chemische Zusammen- 
setzung der Pilze. 

Eine eigene Stellung in der Pflanzenwelt nehmen die in 
vieler Hinsicht so merkwiirdigen Pilze ein. Die fiir das Pflanzen- 
reich charakteristische Cellulose fehlt bei allen daraufhin unter- 
suchten Arten vollig. Dafiir enthalten sie aber reichlich Chitin, 
welches man friiher als aussehlieblich dem Tierreiche zugehorig 
betrachtete. Auch Harnstoff wurde in den Pilzen aufgefunden. 
Chlorophyll wurde bei keiner Art konstatiert, und im Zusammen- 
hang damit steht auch das Fehlen der pflanzlichen Stiirke. Ihre 
Rolle als Reservekohlenhydrat iibernimmt, wie im tierischen Or- 
ganismus, das Glykogen. Alle diese interessanten Tatsachen 
rucken die Pilze in bezug auf ihre chemische Zusammensetzung 
dem Tierreiche naher, und sie bilden in neuerer Zeit den Gegen- 
stand emsiger Forschungen. Uber die in ihnen vorkommenden 
Zuckerarten besitzen wir die sorgfiltigen Arbeiten von E. Bour- 
quelot.!) Die Untersuchungen von KE. Winterstein?) und von 





') Bull. soc. mycologique de France, Bd. 5—9 (1889 —-93). 


*) B. B.. Bd. 27, 5S. 3113 (1894). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVIII. 
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(rilson') zeigten, dali die sogenannte «Pilzcellulose» gréBten- 
teils aus Chitin besteht. Die amorphen Kohlenhydrate der Pilze 
sind von vielen Forschern untersucht worden, jedoch nicht ganz 
mit dem gewiinschten Erfolg. Es ist ja nicht abzusehen, welchen 
Verinderungen diese Kérper bei ihrer Darstellung unterliegen, 
und auferdem besitzen wir bei ihrer amorphen Natur keine 
geniigenden Kriterien fiir die Reinheit der Praparate. Errera?) 
und Clautriau®’) studierten das Vorkommen und die Rolle des 
(ilykogens in den Pilzen. Boudier*) untersuchte ein wasser- 
losliches, amorphes Kohlenhydrat, das aber nach Zellner Stick- 
stoff und anorganische Substanzen enthélt. Auch Hofmann§) 
arbeitete mit diesem Boudierschen «Viskosin», anscheinend 
aber ohne von den Arbeiten Boudiers Kenntnis zu haben. 
Zur Klasse der Hemicellulosen gehérige KOrper stellte Winter- 
stein®) als Paradextran und Paraisodextran dar. Ahnliche 
Kohlenhydrate wurden von Mangin,’) Tanret®) als Kallose 
resp. Fongose beschrieben. Die zahlreichen anderen Beobach- 
tungen finden sich in einer Monographie J. Zellners®) zusammen- 
gestellt. 

Iya die vorliegende Abhandlung sich speziell mit den 
stickstoffhaltigen Bestandteilen von Boletus edulis Bull., Stein- 
oder Herrenpilz befabt, so will ich im folgenden eine Zusammen- 
stellung der Arbeiten iiber die N-haltigen Substanzen der ho- 
heren Pilze geben. 

Die Eiweifikorper. 


Auf die Arbeiten tiber die Eiweifstoffe niederer Pilze, 
liakterien und Bazillen mé6chte ich nur kurz hinweisen. Die 

') B. B., Bd. 28, S. 821 (1895). 

*) L’épiplasme des ascomycétes et le glycogéne des végétaux, Thése, 


Bruxelles 1882. 
*) Etude chimique du glycogéne chez les champignons et les le- 


vures. Bruxelles, 1895. 
4) Die Pilze, 1867, S. 48. 
*) Dissertation Ziirich, 1901. 
*) B. B., Bd. 26, 8. 3098. — Diese Zeitschrift, Bd. 21, S. 149. 
1) C, v., Bd. 17, S. 616 (1883). 
*) Bull. soe. chim., Bd. 17, S. 921. 
*) Chemie der héneren Pilze, Leipzig, 1907. 
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einschlagige Literatur findet sich in der Dissertation von Hot- 
mann!) und bei Czapek?) zusammengestellt. 

Braconnot*®) machte zuerst auf den Gehalt der Pilze 
an Eiweifkorpern aufmerksam. De Bary') wies auf den Ei- 
weibgehalt des Aethaliumprotoplasmas hin. Die ersten Versuche 
zur Isolierung von Eiweibkorpern wurden von Reinke und Ro- 
dewald®) an der Lohbliite, Aethalium septicum, vorgenommen. 
Sie fanden «Myosin» und «Vitellin». Den in verdiinnten Siiuren 
und Laugen unldslichen Riickstand nannten sie «Plastin» und 
halten ihn fiir einen auBergewohnlich N-armen Eiweibkoérper 
(11,9°/o N), oder aber fiir eine Verbindung eines Eiweiikérpers 
mit einer organischen Phosphorverbindung. Weitere Angaben 
iiber diesen KOrper machten LOw®) und Zacharias.’) Diese 
Autoren beriicksichtigten natiirlich das damals noch nicht in den 
Pilzen aufgefundene Chitin nicht, und ihre Plastinpriiparate 
stellten somit wahrscheinlich Gemenge von Chitin mit schwer 
l6slichem Pilzeiweifh und vielleicht amorphen Kohlenhydraten 
dar. Im Bleiessigniederschlag des wiasserigen Protoplasma- 
auszuges findet sich nach Reinke und Rodewald eine amorphe 
Substanz, welche die Millonsche Reaktion zeigte und die sie 
fiir ein Pepton halten. 

Uffelmann®) untersuchte einige hihere Pilze und unter- 
schied nach den Fiillungsreaktionen koagulierbares Albumin, 
Legumin und ein Pepton. Die ersten genauen Untersuchungen 
liber die Eiweibkorper der hoheren Pilze riihren von Winter- 
stein und Hofmann her.®) In diesen Arbeiten wurde ge- 

') Dissert. Ziirich, 1901, S. 186f. 

2) Biochemie der Pflanzen, II, S. 74 ff. 

*) Ann. de Chimie, 1811, Bd. 80, S. 283. — Vgl. auch Vauquelin, 


bid., Bd. 88. 
4) Morphologie und Physiologie der Pilze, Flechten und Mykomyceten, 
Leipzig, 1866, S. 295. 
°) Untersuch. aus dem bot. Labor. d. Universitat Gottingen, 1881. 
*) Botan. Ztg., 1884, S. 113. 
*) Ibid., 1887, S. 281. 
*) Archiv f. Hygiene, Bd. 6, S. 105. — C., 1887, 5. 370. 
“*) Winterstein, Diese Zeitschrift, Bd. 26, S. 458. 
Winterstein und Hofmann, Hofmeislers Beitr., Bd. 2, 8. #4. 
Hofmann, Dissertation Ziirich, 1901, 
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zeigt, dal die Pilzproteide im Gegensatz zu den Samenproteiden 
schwer l6slich sind. Extrahiert man jedoch entfettetes und 
mit Wasser erschdpftes Pilzmaterial mit wisserigen Alkali- 
luaugen, so gelingt es wohl, betrachtliche Mengen N-haltiger 
Substanz in Lo6sung zu bringen, aber wenn man nun diese 
Losung mit Siure neutralisiert, tritt nur eine geringe Fallung 
auf. Zu ahnlichen Resultaten gelangten auch Santesson und 
Cederliw!) bei Secale cornutum. Nachdem es Hofmann 
nicht gelungen war, durch Extraktion mit Lauge gréfere Quan- 
titaten von Pilzeiweifs zu erhalten, gewann er es, wenn auch 
nicht in der urspriinglichen Form, durch kurzes Behandeln mit 
konzentrierter Salzsiure und Ausfillen des Extraktes mit Phos- 
phorwolframséure. Durch Zerlegen des Niederschlages erhielt 
er es in wasserloslicher Form. Hofmann untersuchte ferner 
die Abbauprodukte, welche bei der Hydrolyse dieses Kiweil- 
praparates entstehen. Die Estermethode E. Fischers zur Iso- 
lierung der dabei entstehenden Aminosiiuren war damals noch 
nicht bekannt, und so begniigte sich Hofmann, die bei der 
Spaltung entstehenden sogenannten Hexonbasen zu _ isolieren. 
Kr fand 6,3°/o Histidin, 10,7°/o Arginin und 6,3°/o Lysin. Es 
sei hier darauf hingewiesen, dafi ein solcher Reichtum an 
basischen Spaltungprodukten sich sonst nur bei den Histonen, 
z. B. dem Globin des Blutes findet. Qualitativ wurden von 
Monoaminosiiuren Leucin und Tyrosin nachgewiesen. Auch 
durch kiinstliche peptische Verdauung gelang es Hofmann, 
Kérper mit Proteincharakter in Losung zu bringen. 

Kurz nach diesen Untersuchungen erschien eine Arbeit 
von Iwanoff?) tiber die Zusammensetzung der Eiweilstoffe 
und Zellmembranen der Bakterien und Pilze. In Anlehnung an 
das Schmiedeberg-Krawkowsche Verfahren digerierte er 
das entfettete Pilzpulver mit einer gesiittigten KupferacetatlOsung 
und setzte Kalilauge bis zum Eintreten der biuretreaktion zu. 
Aus dem Filtrat wurde das Eiweif durch Essigsiure gefiallt. 
Das auf diese Weise aus Boletus edulis erhaltene Priiparat 
stellte ein rétlichbraunes Pulver dar, unléslich in Wasser, Salz- 


') Skandinay. Arch. f. Physiol., Bd. 11, S. 342. 
*, Hofmeisters Beitr., Bd. 1, S. 524. — €.. 1902, S. 531. 
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lOsungen, verdiinnten Sauren, leichtloslich in verdiinnten Laugen, 
Ammoniak, auch in konzentrierten Sauren. Leider gibt lwanoff 
keine Ausbeute an dem so gewonnenen Eiweibkorper an, der 
15,74°/o N und 1,08°/o P enthielt. Iwanoff spricht ihn als 
ein Nucleoproteid an und beobachtete toxische Wirkungen nach 
der Injektion. Wenn es auch wahrscheinlich ist, daf ein 
Nucleoproteid vorliegt, so miissen, um diese Annahme zu be- 
weisen, Purinbasen aus dem Nucleinsiiurepaarling gewonnen 
werden. 

Im Anschlufi an diese Publikation teilen Winterstein 
und Hofmann!) mit, daf sie, durch Digerieren des mit Ather 
und Wasser erschépften Pilzmaterials mit verdiinnter Natron- 
lauge und Zusatz von Jodquecksilberjodkali und Essigsiure, 
eine Substanz erhielten, welche 14,4°/o N enthielt, auberdem 
Sund P. Auch durch Behandlung mit Nesslerschem Reagens 
und Neutralisation mit Essigsiiure gelangten sie zu demselben 
Korper. Beim Digerieren dieser Priparate mit Salzsiiure ent- 
standen reduzierend wirkende Loésungen. Im Hinblick auf das 
Vorhandensein amorpher alkaliloslicher Kohlenhydrate halten 
die Autoren es fiir méglich, dafi ihre Praparate Gemische 
darstellen. 

Nach Zellner?) findet sich im Wasserextrakt des Fliegen- 
pilzes in geringer Menge ein koagulierbares Albumin. Auch 
10°/oige Kochsalzlosung soll Eiweif in Losung bringen. Durch 
Digerieren mit verdiinnter Lauge und Fiillen mit Séure erhielt 
er ebenfalls nur sehr geringe Mengen Eiweil. 

Proteolytische Fermente, peptonisierende und erepsin- 
ahnliche wurden des 6fteren in Pilzen nachgewiesen. In bezug 
auf die Literaturzusammenstellung verweise ich wiederum aut 
die Werke von Czapek und Zellner. 

AnschlieBend wire noch ein toxinihnlicher Koérper zu 
erwihnen, die «Mykozymase», welche von Dupetit*) im Stein- 
pilz und auch in anderen Hutpilzen aufgefunden wurde. Sie 
wirkt subcutan injiziert todlich und wird durch Hitze unwirksam. 


') Hofmeisters Beitr., Bd. 2, S. 408. 
*) Monatsh. f. Ch., 1906, S. 112. 
) C. vr. Bd. 9a, S. 1367. — C., 1889, I, S. 68a. 
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Nahrwert der Pilze. 


Uber diese Frage finden sich in der Literatur die wider- 
sprechendsten Ansichten. Der betriichtliche Stickstoffgehalt 
veranlafite die élteren Nahrungsmittelchemiker, ihren N&hrwert 
sehr hoch zu veranschlagen, und es hat nicht an Autoren ge- 
fehlt, welche sie als Ersatz fiir die Fleischkost empfahlen: sowie 
man aber begann, Verdauungsversuche anzustellen, dnderte sich 
diese Ansicht. Saltet,') Strohmer,?) Uffelmann®*) und 
Morner*) gelangten zum Schlusse, daB8 ein sehr betriichtlicher 
Teil des Pilzeiweifes in unverdaulicher Form vorliegt. Diese 
Auffassung mag zum Teil wohl davon herriihren, dai diese Au- 
toren den damals noch nicht bekannten Chitingehalt unberiick- 
sichtigt lieben und diesen Stickstoff als unverdauliches Eiweil 
in Rechnung brachten. Nach meinen Versuchen lat sich das 
Kiweifi durch Trypsinferment leicht in Lésung bringen. 


Basen. 


Die basischen Korper der Pilze verdienen grofe Beachtung 
wegen der physiologischen Wirksamkeit einiger Glieder dieser 
Gruppe, dann auch als Stoffwechselendprodukte. Viele von ihnen 
kann man sich von den Aminoséuren durch CO,-Abspaltung 
herleiten, und dieser Abbauproze® findet auch in der Tat bei 
der Fiiulnis fast aller Aminosiiuren statt. Es liegen hiertiber 
besonders die Arbeiten von Ellinger, sowie von Ackermann 
vor. So kénnte man sich das im Mutterkorn®) und Polyporus 
officinalis®) aufgefundene Methylamin aus Glykokoll entstanden 
denken : 


CH,NH, 
| > CH,NH, + CO, 
COOH 


') Archiv f. Hygiene, Bd. 3, S. 443. 

2) Ibid., Bd. 5, S. 322. 

3) Ibid... Bd. 6, S. 105. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 10, 5. 503. 

») Ludwig, Arch, d. Pharmacie, Bd. 164, 5. 196; Bd. 187, 5. 5b. 
*) Schmieder, Dissertation Erlangen, 1886. 
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Das von Barger und Dale!) im Mutterkorn aufgefundene 
[soamylamin wiirde in analoger Weise aus Leucin entstehen, 
wiihrend das physiologisch wirksame p-Oxyphenylathylamin des 
Mutterkorns sich vom Tyrosin ableiten wiirde. 

Neuerdings wurde eine weitere Base mit physiologischen 
Kigenschaften von Barger und Dale?) aus dem Mutterkorn 
isoliert, das Imidazolylithylamin, das durch CO,-Abspaltung aus 
Histidin entstanden sein kann. Auch Putrescin und Cadaverin. 
aus Ornithin, resp. Lysin gebildet, treten nach Rieliinder®) im 
Mutterkorn auf. Endlich fanden Engeland und Kutscher?) 
in demselben Material Agmatin, welches sich durch CO,-Ab- 
spaltung aus Arginin herleitet. 

Methylamin. Es soll nach Ludwig®) priiformiert im 
Mutterkorn vorkommen, was jedoch von Ganser®’) und Ma- 
nassewicz‘) bestritten wird. Nach Tanret*) entsteht es bei 
der Zersetzung des Ergotinins mit kohlensauren Alkalien, und 
bei Zellner”) findet sich die Bemerkung, dali es von Dragen- 
dorff im Mutterkorn, das liingere Zeit gelegen hat, aufgefunden 
und daraus durch Destillation mit Lauge gewonnen wurde. Diese 
Art der Darstellung schlieft allerdings eine sekundiire Bildung 
durch Zersetzung nicht aus. Aus Polyporus officinalis erhielt 
es Schmieder durch Destillation mit Kalkmilch. 

Trimethylamin. Aus dem frischen Fliegenpilz gewannen 
Kufimaul und Borntraiger?!’) durch Destillation mit Lauge eine 
Base, die jedenfalls Trimethylamin war. Walz!) fand es im 


1) Arch. f. experim. Path. u. Pharm., Bd. 61, 5. 113. 
Journ, Chem. Soc. London, Bd. 95, S. 1123 
2) Journ, Chem. Soc. London, Bd. 97, S, 2592. 
3) Sitzungsber. d. Ges. f. Bef. d. Naturw., Marburg, 1908, Nr. 7 
*) Zentralbl. f. Physiol., Bd. 24, 8. 479 u. 589. 
™ i. ¢: 
Arch. d. Pharm., Bd. 194, S. 195. 
) Pharmaceut. Zeitschr. f. Rufland, Bd. VI, S. 587 (Referat 
*% €., 1976, S. 23; 1677, S. Fie. 
) Chemie der héheren Pilze, Leipzig, 1907, S. 57. 
10) Neues Jahrbuch d. Pharmacie, Bd. 24, S. 242. 


Verhandl. d. naturhist. Vereins zu Heidelberg, Bd. 1, 5S. 15 
''\) Jahrbuch d. Pharmacie, Bd. 24, 5S. 242. 
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Mutterkorn, jedoch werden seine Angaben von Ganser!) be- 
stritten. Wenzell?) hielt den Kérper fiir Propylamin. Nach 
Dragendorff) bildet es sich erst sekundaér beim Lagern des 
Mutterkornes aus korfplizierter aufgebauten Stickstoffverbin- 
dungen. In Ustilago Maidis Tul. sollen betriichtliche Mengen 
Trimethylamin enthalten sein. Trimethylamin wurde von Yoshi- 
mura(cf.S.179)in der Argininfallung des Wasserextraktes aus Bo- 
letus edulis gefunden. Argininkupfernitrat konnte nicht erhalten 
werden. Yoshimura nimmt an, daf das Trimethylamin durch 
Zersetzung aus 

Cholin entstanden ist. Letzteres konnte er nicht auf- 
finden. In einer Arbeit von Polstorff*) wird die Gewinnung 
von Cholin aus Boletus edulis beschrieben. Daneben soll sich 
noch eine geringe Menge einer andern Base, die nicht weiter 
untersucht wurde, finden. Bei dieser Darstellungsweise (Er- 
wiirmen mit Saure) wird jedenfalls das Lecithin gespalten, 
sodas das aufgefundene Cholin sehr wohl wenigstens teilweise 
aus dem Lecithin herrtihren kann. Dab das Lecithin aus Stein- 
pilz Cholin lefert, wurde von E. Schulze*) nachgewiesen. 
Schmiedeberg und Harnack fanden das Cholin zuerst im 
Fliegenpilz und nannten es Amanitin, da sie es damals fiir ein 
Cholinhomologes hielten. Ferner wurde es von BoOhm®) in 
Boletus luridus und Amanita pantherina, von BOhm und Ktilz‘) 
in Helvella esculenta, von Brieger®’) und Krafft®) im Mutter- 
korn, von Kobert!®) in Russula emetica, von Utz!") in Boletus 
satanas und neuerdings von Kutscher (I. ¢.) in einem Cham- 
pignonpriiparat «Hercynia» aufgefunden. 


') Arch. d. Pharmacie, Bd. 194, S. 195 (1870). 
*) Americ. Journ. of Pharmac., 1864, S. 193. 
5) Arch. d. Pharmacie, Bd. 200, S. 256 (1872). 


4) Wallach, Festschrift, S. 579—83. — C., 1909, Bd. 2, S. 2015. 
*) Landw. Versuchsst., 1896. Bd. 46, S. 23, 
*) Arch. f. exp. Pathol., Bd. 19, S. 189. — C., 1885, S. 280. 


) Arch, f. exp. Pathol., Bd. 19, S. 87. 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. 11, S. 184. 

®) Arch. d. Pharmacie, Bd. 244, S. 336. — C., 1906, Bd, 2, S. 1é 
1%) C., 1082, Bd. 2, 3. O20. 

ty) Apoth.-Ztg., Bd. 20, S. 993. C., 1906, Bd. 1, S. 252. 
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Musecarin. Die giftige Base des Fliegenpilzes wurde von 
Schmiedeberg und Koppe!) zuerst aus diesem Pilz isoliert 
und beschrieben. 

Honda?) will das Muscarin des Fliegenpilzes aus dem 
Filtrat der Phosphorwolframsiurefiillung neben Cholin isoliert 
haben. Analysen fehlen. Die Phosphorwolframsiurefiillung ent- 
hielt ein Basengemisch, das Honda mit dem Namen «My- 
ketosine» bezeichnet. Das Vorkommen vom Musecarin ist wohl 
nicht auf den Fliegenpilz beschriinkt. Auch Boletus luridus 
Schaelff. und Amanita pantherina D.C. enthalten nach Bohm’) 
eine giftige Base, die die Kigenschaften des Muscarins besitzt 
und sehr wahrscheinlich mit ihm identisch ist. Die angewandten 
Methoden zur Darstellung des Pilzmusearins bieten keine Gewiihr 
fiir die Reinheit der Priiparate, und so erkliiren sich auch die 
recht verschiedenen Angaben der einzelnen I*orscher aus der 
Schwierigkeit, Muscarin in reinem Zustande zu isolieren. Die 
Konstilution des natiirlichen Muscarins ist noch nicht mit Sicher- 
heit festgestellt. Harnack‘*) fand, daB sich beim Erhitzen des 
Muscarins Trimethylamin bildet. Aus der Analyse ging hervor, 
daf} es ein Sauerstoffatom mehr als das Cholin enthilt, also wahr- 
scheinlich ein Oxydationsprodukt desselben ist, und die Formel 

CH NL LO 
m—cl +H 
‘H 
besitzt. 

Ks wire also der dem Cholin entsprechende Aldehyd. 
Diese Oxydation gelingt nach Schmiedeberg und Harnack?®) 
mittels starker Salpetersiure. Das erhaltene Oxydationsprodukt 
soll chemisch dem Pilzmuscarin sehr iihnlich sein, nur be- 
steht eine Verschiedenheit in bezug auf die physiologischen 
Kigenschaften (starkere curareartige Wirkung des Cholinmus- 
carins). Auch die von Berlinerblau®) durch Erhitzen von Tri- 

') Das Musearin, Leipzig, 1869. 

*) Arch. f. exp. Pathol., Bd. 63, S. 434 (1911). 


3) Arch. f. exp. Pathol., Bd. 19, S. 159. — €., 1885, S. 280. 
*) Arch. f. exp. Pathol., Bd. 4, S. 82. 
) Archiv f. exp. Pathol., Bd. 6, S. 101. — C.. 1875, S. 629. 


6) B. B., Bd. 17, S. 1139 (1884). 
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methylamin mit Monochloracetal und nachfolgende Verseifung 
erhaltene Muscarinbase zeigt vom nattirlichen Muscarin §ver- 
schiedene physiologische E igenschaften (Myose der Vogelpupille). 
Bode!) stellte durch Einwirkung von unterchloriger Siéure auf 
Trimethylvinylammoniumchlorid 

(CH,)NC - 

Cl 
und Behandlung des Reaktionsproduktes mit Silberoxyd einen 
Korper von der Elementarzusammensetzung des Muscarins dar, 
der die Formel 
(CH,). Gel 
CHOH — CH,OH 

besitzt und in toxikologischer Hinsicht sich von dem aut 
anderem Wege dargestellten synthetischen Muscarin, sowohl 
wie vom natiirlichen bedeutend unterscheidet (Blutdrucksteige- 
rung). Fischer?) erhielt aus Jodmethyl und Acetalamin durch 
Verseifung mit Salzsiure einen Korper, der mit der Base von 
Berlinerblau identisch ist.*) Wegen ihrer bei Aldehyden 
ungewOhnlichen Bestiindigkeit gegen Alkalien hilt Fischer 
die Formel 


) 
can Seon 
fiir wahrscheinlicher als 
(OH 
tas Ne ‘H,COH. 


Nothnagel*) hat diese Muscarinbasen vergleichend untersucht 
und ihre physiologischen Eigenschaften mit denen des natiir- 
lichen Muscarins verglichen. Keiner der bisher dargestellten 
Kérper ist mit dem Pilzmuscarin identisch. Durch Reduktion 


') Bode, Liebigs Annal., Bd. 267, 5. 291. 
2) EK. Fischer, B. B., Bd. 26, 5. oy 
‘) E. Fischer, B. B., Bd. 27, S. 166. 
4) Nothnagel, B. B., Bd. 26, S. 801. 
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des Betainchlorhydrates mit Natriumamalgam bei schwach alka- 
lischer Reaktion erhielt er eine Base, die dem Muscarin eben- 
falls éuferst iihnlich ist. Da sich noch keine Angabe iiber die 
optische Aktivitiit des Pilzmuscarins findet, stellt Zellner in 
seinem Handbuch!) die Vermutung auf, dali das natiirliche 
Muscarin eine der beiden optisch aktiven Formen der einen 
oder andern der synthetisch erhaltenen KoOrper darstellt. 

Betain findet sich im Mutterkorn?) und wurde neuerdings 
von Kutscher in einem Champignonpriiparat «Hercynia» nach- 
gewilesen. 

Neurin wurde nach einer Angabe Hofmanns im Fliegen- 
pilz gefunden. Es findet sich dariiber kein Literaturnachweis 
und diirfte diese Angabe wohl auf einer Verwechslung mit dem 
friiher auch Neurin genannten Cholin beruhen. 

Es unterliegt keinem Zweifel, dafi neben den bisher auf- 
gefundenen Basen noch eine ganze Reihe ihrer Entdeckung 
harren. Einige basische Korper, die noch sehr weiterer Unter- 
suchung bediirftig sind, sollen hier Erwahnung finden. 

Agarythrin. Phipson*) beschreibt eine Agarythrin 
genannte Base, die er aus Russula rubra DC. gewann. Der 
frische Pilz wurde mit 8°/oiger HCI einige Tage maceriert und 
der Extrakt mit Ather ausgeschiittelt. Das Sulfat soll in Wasser 
unldslich, in Alkohol loslich sein. Salpetersaéure lost den Korper 
mit rosenroter Farbe. 

Bulbosin. Aus Amanita phalloides Fr., dem Knollen- 
bliitterschwamm, isolierte Boudier*) einen Ciftstoff, Bulbosin 
genannt, durch Fallen des Pilzsaftes mit Alkohol, Reinigen des 
vom Alkohol befreiten Filtrates mit Bleiessig, Entbleien, Ein- 
dunsten, wiederholtes Aufnehmen mit absolutem Alkohol und 
Eindunsten. Der Korper ist leicht léslich in Wasser und Alkohol, 
fallbar durch Quecksilberjodidjodkalium, Jodjodkalium, Tannin. 
Niiher wurde der Kérper, der sehr wahrscheinlich ein Gemisch 
darstellt, nicht untersucht. 


') Chemie der hdheren Pilze, Leipzig, 1907. 

2) Krafft, Arch. d. Pharmacie, Bd. 244, 5. 336. — C., 1897, S. 817. 
*) Chem. News, Bd. 46, S. 199. — C., 1882, S. 803. 

‘) Boudier. Die Pilze, 1867, 5. 43 ff. 











178 Camille Reuter, 


soletin. Utz?) isolierte aus Boletus satanas nach dem 
von k. Schmidt angegebenen Verfahren zur Gewinnung des 
Musearins einen Korper, fast unléslich in Wasser, leicht ldslich 
in Alkohol und verdiinnfen Siuren. Tannin und Jodjodkali geben 
keine Fiallung, Goldchlorid und Quecksilberjodidjodkali geringe 
Triibung, Platinchlorid und Nesslersches Reagens hingegen 
starke krystallinische Niederschlige. 

Aus Knollenblatterpilz stellten Letellier und Speneux?) 
einen «narkotischen» Kérper dar, welchen sie Amanitin nannten 
und den sie weiter als glykosidisches Alkaloid bezeichnen, weil 
nach Kochen mit verdiinnter Schwefelsiiure die erhaltene Losung 
reduzierende Eigenschaften besitzt. Er gibt keine schwer lés- 
lichen Hg-, Ag-, Pb- und Au-Salze, wird aber durch Jodjodkalium, 
phosphormolybdiinsaures Natrium und Gerbsiiure gefillt. 

Auf die Beschreibung der zahlreichen aus dem Mutterkorn 
dargestellten KoOrper kann hier nicht eingegangen werden. Die- 
jenigen, deren Konstitution sicher festgestellt ist, sind bereits 
erwihnt worden. 

Nur das Ergothionin soll noch genannt werden, das von 
Tanret*) im Mutterkorn aufgefunden wurde, und dem nach der 
Untersuchung von Barger und Ewins?*) die Konstitution eines 
8-2-Thioglyoxalin-4- (oder 5-) propionsdurebetains zukommt, also 
eines Thiohistidinbetains. 


Aminosauren. 


A. Monoaminosiiuren. 
Diese fiir den Eiweibstoffwechsel wichtigen Verbindungen 
sind nur in wenigen Fiillen aufgefunden worden. 
Ludwig®) fand Leucin im alkoholischen Extrakt des 
Fliegenpilzes. Buchheim®) isolierte dieselbe Substanz aus 
Mutterkorn. An dieser Stelle sei auch das sogenannte Clavin 


') Apotheker-Ztg., Bd. 20, S. 993. -- C., 1906, Bd. 1, S. 252. 

*) Letellier und Speneux, Ann. dhygiéne, 1867, S. 71 

°) Journ. Pharm. Chim., Bd. 30, S. 145. 

*) Chem. Soc. London, 1911, Bd. 99, S. 2336. 

) Jahresbericht tiber die Fortschritte der Chemie. 1862, S. 516. 
‘) Arch. d. Pharm., Bd. 207, S. 32 (1878). 
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erwahnt, das nach Vahlen!') ein Salz von Leucin mit einer 
physiologisch wirksamen Base ist, waihrend Barger und Dale?) 
es fiir ein unwirksames Gemenge von Aminosiiuren, haupt- 
sichlich Leucin und wenig Asparaginséure halten. Winter- 
stein hat in dem Merkurinitratniederschlag aus dem Wasser- 
extrakt von Boletus edulis einen krystallisierenden Korper 
isoliert, welcher das Verhalten der Aminosiiuren zeigte. Den 
Untersuchungen von Bourquelot und Bertrand) gelang es, 
zu zeigen, dali die chromogene Substanz der Russula nigricans 
Bull. Tyrosin ist,*) das vermittelst einer Oxydase, der Tyrosinase, 
die bekannte dunkle Farbung der genannten Pilze bewirkt. Im 
frischen Lycoperdon Bovista L. fanden Bamberger und Land- 
siedl°) Tyrosin. Asparagin und Glutamin finden sich nach 
Reinke und Rodewald*) im Aethalium septicum. 


Bb. Diaminosiiuren. 


Histidin findet sich nach Yoshimura‘) im Wasserextrakt 
von Boletus edulis und wurde durch eine Pikrinsiiurebestimmung 
identifiziert. Kutscher fand Arginin in dem Hercyniapraparat, 
welches die wasserldslichen Extraktivstoffe des Champignons 
enthilt. Das gleiche Praparat enthielt eine als Aurat analysierte 
base C,H,,N,0,, welche die Diazoreaktion in starker Weise 
zeigt. Hingegen sind Millonsche-, sowie Tryptophanreaktion 
negativ. Analyse und Reaktionen scheinen auf eine Base mit 
Imidazolring zu deuten, vielleicht ein trimethyliertes Histidin. §) 


') Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 60, 5S. 42, 1908. C., 1909, 
Bd. 1, S. 556. 

2) Journ. of Phys., Bd. 34 (1906), 5. 336. — Arch. d. Pharm., Bd. 244, 
5. 590. — Biochemical Journ., 1907, Bd. 2, S. 240. — Arch. f. exp. Path 
u. Pharm., Bd. 61, S. 113. — C., 1909, Bd. 2, S. 1761. 

*) Bull. soe. myc. de France, Bd. 11, S. 89; Bd. 12, 5. 30. 

‘; Bull. soc. chim. (3), Bd. 15, S. 793. 

*) Monatshefte f. Chemie, 1903, S. 644. 

®) Untersuch. aus d. bot. Labor. d. Universitat Gottingen, I881,5. 32 ff. 

‘) Z. f. Unters. d. Nahrungs- und Genufmittel, Bd. 20, S. 153 (1910) 

*) Kutscher, Zentralbl. f. Physiologie, Bd. 24, S. 775 (1910). 
C.. 1911, Bd. 1, S. 497. — Z. f. Unters. d. Nahrungs- und Genufimittel, 


Bd. 21, 8. 535 (1911). 
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Harnstoff und Purinkorper. 


Her Harnstoff, ein spezifisches Abbauprodukt des tierischen 
Organismus, ist bemerxenswerterweise auch bei den Pilzen, 
und zwar zuerst im Lycoperdon Bovista L. durch Bamberger 
und Landsied|') aufgefunden worden. Aus dem alkoholischen 
Extrakte des Pilzes krystallisierte der Harnstoff aus und konnte 
durch Analyse und Keaktionen leicht identifiziert werden. In 
Pilzen von verschiedenen Fundorten wurde jedesmal Harnstoff 
und zwar bis zu 3,5°/o gefunden, so dafi die Hypothese einer 
blofi zufalligen Verunreinigung durch tierische Exkremente fallen 
mub. R. Gaze?) fand auch im unreifen Bovist Harnstoff, und 
auch im Lycoperdon gemmatum Batsch. ist dieser KOrper vor- 
handen.*) Goris und Mascré‘) fanden Harnstoff in Tricholoma 
Georgii Fr., Psalliota campestris Jung (2,75°/0). Im_ reifen 
Zustande enthilt derselbe Pilz 4,30°/o. In kultivierten Cham- 
pignons wurde kein Harnstoff gefunden, ebensowenig in Tri- 
choloma pessundatum Fr., Tricholoma album Sch., Lepiota 
procera Scop., Lactarius piperatus Scop, Collybia maculata 
Alb. et Sch., Coprinus comatus FI. und Psalliota xanthoderma. 

Das Vorkommen von Purinbasen verdient Beachtung wegen 
ihrer Beziehungen zum Nucleinstoffwechsel. Kossel®*) zeigte, 
dali sie in der Hefenucleinsiiure enthalten sind, und nannte sie 
Nucleinbasen. Die hodheren Pilze sind daraufhin erst wenig 
untersucht. Aus der Bleiessigfallung des Wasserextraktes aus 
Amanita muscaria gewann Zellner®) einen Korper, der beim 
Kindunsten mit Salpetersiure einen gelben Riickstand gibt, 
welcher sich mit NH, nicht verdndert, aber mit Kalilauge eine 
gelbrote Fiarbung zeigt. Eine Analyse konnte wegen Mangel 
an Substanz nicht ausgefiihrt werden, doch halt Zellner den 
Korper fiir Xanthin. 


') Monatsh. f. Chem., 1903, S. 63, 

*) Arch. d. Pharm., 1908, S. 79. 

*) ef. Zellner, Chemie der héheren Pilze, S. 54. 

*) Cor, Bd. 147, S. 1488, 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 3, S. 284; Bd. 4, S. 290; Bd. 5, S. 267; 
Kd. 6, S, 422. — B. B., Bd. 18, S. 1928. 

©) Monatsh. f. Chem., 1906, S. 116. 
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Aus dem Alkoholextrakt von Boletus edulis gelang es Win- 
terstein,!) kleine Mengen einer Substanz zu isolieren, welche 
das Verhalten der Purinkorper zeigte. Einen iihnlichen Koérper 
fanden Bamberger und Landsiedl]?) im Merkurinitratnieder- 
schlag des mit Bleiessig gereinigten Extraktes von Lycoperdon 
Bovista. Die Substanz krystallisierte aus Wasser in feinen, 
seidenglinzenden Niadelchen. Mit Salpetersiiure abgedunstet, 
bleibt ein citronengelber Hiickstand, der sich mit Ammoniak 
nur wenig dunkler, mit Natronlauge rotgelb fiirbt. Die Analyse 
ergab: 40,59°/o C, 4,79°/o H, 26,24°/o N, 28,58°/o O. Reinke 
und Rodewald geben an, dali der Wasserextrakt von Aethalium 
Purinkorper enthalt, und zwar enthalt der Bleiessigniederschlag 
Guanin, das Filtrat Sarkin (Hypoxanthin). Zur Prifung auf 
Xanthin wurde entfettetes Protoplasma mit ammoniakalischem 
Wasser extrahiert, die Bleiessigfallung zersetzt und mit am- 
moniakalischem Silbernitrat gefillt. Beim Umkrystallisieren der 
Silberverbindungen aus verdiinnter Salpetersiiure wurden Flocken 
von feinen Krystallnadeln erhalten, welche die Xanthinsilber- 
nitratdoppelverbindung darstellen. Diese Korper wurden nicht 
analysiert, sondern nur durch die Krystallformen ihrer Salze 
identifiziert. Der Gehalt an Guanin, Xanthin und Hypoxanthin 
zusammen betriigt nach der Schitzung von Reinke und Rode- 
wald ca. 0,01°/o fiir lufttrocknes Protoplasma, die Menge des 
Xanthins allein soll 0,006°/o betragen. 

Yoshimura?*) hat aus dem mit bleiessig gereinigten 
wasserigen Extrakt aus Boletus edulis von Purinbasen nur 
Adenin als Pikrat isolieren kénnen. 

Im Mutterkorn wurde von Schulze und Bosshard‘) 
das Vernin aufgefunden, fiir das spiter von Schulze und 
Trier®) die Identitét mit dem von Levene und Jacobs®) 


1) Monatsh. f. Chem., 1903, S. 63. 

*) Reinke und Rodewald, Untersuchungen aus dem botan. La- 
horatorium der Universitat Géttingen, 1881, S. 47. 

%) Z. f. Unters. d. Nahrungs- und Genufimittel, Bd. 20, S. 153 (1910). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 10, S. 80 u. 326. — J. f. pr. Ch., Bd. 32, 5. 452. 

°) Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 143; ef. ibid., Bd. 66, S. 128. 

6) B. B., Bd. 42, S. 2469, 2474, 2703, 3247. 
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durch Spaltung von Guanylséure und Hefenucleinsiéure erhal- 
tenen Guanosin nachgewiesen wurde. Das Vernin ist demnach 
ein Guaninpentosid und liefert bei der Spaltung Guanin und 
d-Ribose. Seine FormeF ist: C,,H,,0,N, -+- 2 H,O. Aus Mutter- 
korn wurde es in der Weise gewonnen, dali der wisserige 
Extrakt mit Bleiessig gereinigt und das Filtrat mit Merkurinitrat 
ausgefiillt wurde. Der Niederschlag wird mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, das Filtrat mit Ammoniak neutralisiert und ein- 
geengt, wobei sich das Vernin zunichst amorph ausscheidet. 
Aus Wasser umkrystallisiert, bildet es feine weifbe Nadelchen. 
Das Mutterkorn enthilt etwa 0,1°/o Vernin. 


Phosphatide. 

Die Korper dieser Gruppe diirfen wohl als nie fehlende Be- 
standteile der Pilze bezeichnet werden und sind von E. Schulze 
und seinen Mitarbeitern im Boletus edulis nachgewiesen worden.! ) 
Genannter Pilz enthélt 1,94°/o Lecithin, welches dargestellt 
und auf seine Spaltungsprodukte untersucht wurde. Zellner?) 
bestimmte den Phosphorgehalt des Fettes aus Amanita muscaria 
und berechnet daraus fiir das Rohfett einen Lecithingehalt von 
7,42°/o. Die Menge des Lecithins ist sicher noch grober, denn 
wie EK. Schulze gefunden hat, kann man durch Extraktion 
mit Alkohol des schon mit Ather extrahierten Materials, noch 
weitere erhebliche Mengen Lecithin gewinnen. Lecithine sind 
auberdem in vielen anderen Pilzen durch den Phosphorgehalt 
des Fettes nachgewiesen. 


Cerebroside. 

Diese sonst nur im Tierreich beobachteten Korper sind 
bis jetzt in 2 Fiillen bei Pilzen nachgewiesen worden. In Lyco- 
perdon bovista L. fanden Bamberger und Landsiedl*) einen 
Korper mit 64,489/o C, 11,41°/o H, 1,48%/o N, der weder S 
noch P enthielt und beim Erhitzen sich bei 164° braunte und 
bei 180--200° schmolz. Er ist unléslich in Wasser und kalter 
Lauge, konzentrierte Schwefelsiure zersetzt ihn. Beim Kochen 


!) Landwirtsch. Versuchsstat.. Bd. 43. S. 307: Bd. 46, 3. 25. 
2) Monatsh. f. Chem., 1904, S. 176. 
°) Monatsh. f. Chem., 1905. S. 650. 
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mit 2° oiger Schwefelsaure entsteht eine LOsung, welche re- 
duzierende Eigenschaften besitzt. Zur Darstellung wurde der 
Alkoholextrakt nach Abdestillieren des Alkohols successive mit 
Ather, Chloroform und absolutem Alkohol erschépft, und der 
Riickstand in heiliem Eisessig gelost. Beim Verdiinnen mit 
Wasser schied sich der Korper aus und bildete getrocknet ein 
weibes, lockeres Pulver. Zellner?) fand einen &éhnlichen Kérper 
in den Mutterlaugen des Ergosterins aus Fliegenpilz. Das 
Priiparat enthielt weder S noch P und sintert gegen 127°, um 
bei 133° zu schmelzen. Beim Kochen mit 2°/oiger H,SO, 
entsteht eine reduzierende Fliissigkeit. Der Korper enthiilt 
etwas Asche und hat folgende Elementarzusammensetzung : 
64,1459%/o C, 11.90°/o H, 2,30%/o N. 


Chitin. 

Durch die Arbeiten von Gilson?) und besonders von 
Winterstein?) ist das Chitin, dessen Verbreitung im ‘Tier- 
reiche bei den Invertebraten schon liingst bekannt war, als 
wichtiger Bestandteil der Pilazamembranen nachgewiesen worden. 
Seit Braconnot*) bildeten die Zellmembranen der Pilze den 
Gegenstand zahlreicher und widersprechender Untersuchungen. 
Die altere Literatur hiertiber ist bei Winterstein®) und bet 
Zellner®) zusammengestellt. Wiihrend viele Forscher die Zell- 
substanz der Pilze fiir echte Cellulose hielten, stellten andere 
den negativen Ausfall der typischen Jodreaktion fest. Als es 
nun Winterstein gelang, durch Hydrolyse Glukosamin daraus 
zu gewinnen, und als Gilson einen von ihm zuerst als Mykosin 
bezeichneten, mit Chitosan identischen Ko6rper bei der Kali- 
schmelze erhielt, da war der Schlub berechtigt, dah die Pilz- 
membranen einen mit Chitin identischen oder ihm doch sehr 


') Monatsh. d. Chem., Bd. 32, S. 133. — C€., 1911, Bd. 1, 5S. 1303. 

2) B. B., Bd. 28. S. 821. — C.r.. Bd. 120, 8. 1000. — ef. La Cellule, 
Bd. 9 (2); Bd. 11 (5). Bull., 1894. 9. Nov. 

‘'y B. B.. Bd. 27, S. 3113. — ef. Ber. d. Deutsch. bot. Ges., Bd. 11, 
S. 441: Bd. 13, S. 68. 

4) Annales de chimie, Bd. 80, 5S. 283 ff. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 19. S. 521. 

‘) Zellner. Chemie der héheren Pilze, S. 125 
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iihnlichen Korper enthalten. Winterstein suchte nach den 
fiir die Darstellung der Cellulose aus Phanerogamen gebrauch- 
lichen Methoden die entsprechende Pilzcellulose darzustellen. 
Dabei wurde nach den Oxydationsverfahren von F. Schulze, 
W. Hoffmeister, und nach der Alkalischmelzmethode von 
Hoppe-Seyler gearbeitet. Die erhaltenen Priaparate waren 
in Kupferoxydammoniak nur spurenweise léslich, zeigten mit 
Jod und Schwefelsiure keine Blaufairbung, l6sten sich gréften- 
teils in 5—10°/oiger Natronlauge und enthielten betrachtliche, 
aber wechselnde Mengen von Stickstoff. Dali dieser N-Gehalt 
nicht durch die Anwesenheit von Eiweifkorpern bedingt ist, 
geht daraus hervor, dafi die Préparate nur Spuren von P und 
5 enthielten, keine Millonsche Reaktion zeigten, nach Hydrolyse 
mit Schwefelsiure keine Fallung mit Phosphorwolframsaure 
gaben, und endlich war der N-Gehalt mit kochenden Laugen 
nicht wegzuschaffen, vielmehr enthielten Praparate, welche 
nach der Alkalischmelzmethode von Hoppe-Seyler dargestellt 
waren, 5,69°/o N. Bei der Siurehydrolyse entstand Essigsaure. 
In einer zweiten Abhandlung berichtet Winterstein, dai er 
durch Erwérmen der Pilzcellulosepraparate mit konzentrierter 
Salzsiiture auf dem Wasserbad, Dialysieren und Eindunsten 
der Hydrolysenfliissigkeit Krystalle erhielt, welche als salz- 
saures Glukosamin identifiziert wurden. Daneben wurde Essig- 
siure nachgewiesen. Des weiteren wurde das von Gilson’) 
bei der Kalischmelze erhaltene und als Mykosin bezeichnete 
Produkt untersucht. Es besitzt die Eigenschaften des aus Chitin 
durch Alkalischmelze entstehenden Chitosans:?) Léslichkeit in 
verdiinnten Saéuren, Fiallbarkeit durch konzentrierte Saéuren oder 
durch Laugen. Die Reindarstellung des Chitins gelang nicht 
bei allen Spezien. Die mit Ather und Alkohol extrahierten 
Materialien wurden je einen Tag mit 1°%/oiger und 2,5°/oiger 
lauge digeriert. Nach dem Auswaschen wurden die Riickstinde 
auf dem kochenden Wasserbad mit 2,5—3°/oiger Schwefel- 
siure 6—10 Stunden lang erwérmt und wieder gewaschen. 
Aus Agaricus campestris wurde ein Priéparat mit 6,24°/o N er- 


') La Cellule, Bd. 11 (1). 
*) B. B., Bd. 27, S. 329. 
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halten, aus Boletus edulis ein solches mit 5,27°/o N, wahrend 
das Priparat aus Polyporus officinalis nur 0,67°/o N enthielt. 
Diese Versuche wurden in letzter Zeit von Zellner insofern 
bestatigt, als es ihm ebenfalls nicht iiberall gelang, nach der 
Methode von Scholl!) reines Chitin zu erhalten. DaB es in 
manchen Fallen nicht leicht ist, reines Chitin aus Pilzen dar- 
zustellen, zeigen auch die Versuche von Ilkewitsch,?) der 
auf Grund von Jod- und anderen mikrochemischen Reaktionen 
zu dem Schlusse gelangt, daB die Zellwandsubstanz der Pilze 
von Chitin und Cellulose verschieden, beiden aber sehr nahe 
verwandt ist. Seine Versuche stehen also in direktem Wider- 
spruche zu denen von van Wisselingh®) und Wester, *) sowie 
zu dem chemischen Nachweis des Chitins durch fast quantitative 
Spaltung in Glukosamin. Im itbrigen sind die von Ilkewitsch 
angewandten Unterscheidungsmethoden nicht zuverlassig. Im- 
merhin laBt sich soviel sagen, daf die Trennung des Chitins 
von hemicellulosedihnlichen Kohlenhydraten nicht immer leicht 
durchzufiihren ist, vielleicht ist auch die Hypothese einer Ver- 
bindung zwischen Chitin und Kohlenhydrat nicht ganz von der 
Hand zu weisen. 


Experimenteller Teil. 


Untersuchung von getrocknetem Boletus edulis (Steinpilz). 


Bevor ich die Untersuchungen beschreibe, die an den ver- 
schiedenen Extrakten und Riickstaénden ausgefiihrt wurden, will 
ich kurz die Art ihrer Gewinnung angeben. 


Verarbeitung von 1800 q getrocknetem Boletus edulis. 


Das Material fiir diese Untersuchungen stammte aus Rubi- 
land (Polen). Die frischen Pilze waren dort auf Faden gereiht 
und an der Sonne gedorrt worden. Um sie besser zerkleinern 
zu kénnen, trocknete ich sie noch einen Tag lang bei 45—50°. 


') Monatsh. f. Chem., Bd. 29, S. 1023. 
*) Bull. Acad. de St.-Pétersbourg, 1908, S. 571. — C., 1909, Bd. 1, 
S. 772. 
3) Zeitschr. f. wissenschaftl. Botamik, Bd. 31, S. 619, 1898. 
*) Arch. d. Pharm., Bd. 247, S. 282. — C., 1909, Bd. 2, S. 1138. 
13* 
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Das fein gemahlene Pilzpulver von braunlichgelber Farbe 
wurde im Thornerschen Extraktionsapparate wahrend 25 Stun- 
den mit Ather heif extr&hiert. Nachdem ich mich tiberzeugt hatte, 
dafi eine herausgenommene Probe nichts mehr an Ather abgab, 
wurde das Material durch starkes Pressen miglichst vom Ather 
befreit. Die letzten Reste davon wurden nach Ausbreiten auf 
Filtrierpapier durch Verdunsten an der Luft entfernt. 

Das entfettete trockene Pulver wurde hierauf mit 41 Alkoho! 
von 95°/o unter guter RiickfluBktihlung waéhrend 2—3 Stunden 
auf dem Wasserbade ausgekocht. Der iiberstehende, tiefbraun 
gefiirbte alkoholische Extrakt wurde heif durch ein Tuch ab- 
gegossen und der iibrige Teil in einer Schraubenpresse schart 
abgepreft. Dann wurde der Prefkuchen zerkleinert und neuer- 
dings mit 31 Alkohol ausgekocht, abgepreBt, und diese Opera- 
tionen wurden 7 mal wiederholt. Schon nach dem 6. Auskochen 
war der Alkohol nur mehr gelblich gefirbt und hinterlief beim 
Abdunsten nur wenig Riickstand. Beim 7. Male ging nur sehr 
wenig in Lédsung, sodafi die Alkoholextraktion abgebrochen 
wurde. Der zerkleinerte PreBkuchen wurde mit 41 Wasser 
wihrend 2—3 Stunden unter 6fterem Umriihren auf dem Wasser- 
bad erwirmt. Dabei quoll er stark auf und bildete eine 
schleimige Masse, die sich in keiner Weise filtrieren, noch 
weniger abpressen lie}. Durch Zusatz von etwas Alkohol wurde 
ein Teil der Schleimsubstanzen koaguliert, sodaBb die ganze Masse 
auf ein feines Straminsieb gebracht werden konnte. Das an- 
fangs triib durchgehende Filtrat wurde wieder aufgegossen. 
Diese Operation dauerte zwar einen Tag, aber es konnte doch 
ein klares Filtrat erhalten werden. Nachdem die Masse einiger- 
mawen abgelaufen war, wurde sie weiter mit Wasser digeriert 
und diesmal verlief die Filtration auf dem Straminsieb schon 
bedeutend rascher. Der 4. Extrakt lieferte mit Bleiessig nur 
noch eine sehr geringe Fiallung, war aber noch etwas gefarbt, 
wihrend der 6. nur mehr sehr schwach gelb gefarbt war und 
mit Bleiessig kaum noch eine Fillung gab. Da die Farbung des 
Extraktes schlieBlich nicht mehr abnahm, hatte es den Anschein. 
als finde durch das Kochen mit Wasser eine geringe Zersetzung 
statt. Die Extraktion wurde also beendigt. Jeder einzelne Extrakt 
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wurde gleich nach dem Filtrieren abgemessen und 5°/o davon 
fiir quantitative Bestimmungen unter Toluol aufgehoben. Der 
test, zusammen 40 Liter, wurde sofort mit Bleiessig ausgefiallt. 

Der Riickstand bildete eine aufgequollene Masse und 
konnte nicht abgeprefit werden. Er wurde daher auf dem Siebe 
ablaufen gelassen und unter Alkohol gebracht, um ihn vom 
Wasser zu befreien. Nun lieB er sich abpressen und nachdem 
er wieder unter frischem Alkohol 2 Tage gestanden hatte, wurde 
er nochmals abgeprefit und auf Filtrierpapier an der Luft 
getrocknet, wobei er sich dunkelbraun farbte. 

Sein Gewicht in lufttrockenem Zustande betrug 810 g, ent- 
sprechend 45°/o des Ausgangsmaterials. 

Verarbeitung von 2500 q getrocknetem Boletus edulis. 


Dieses Material stammte von Pilzen, die aus Moskau durch 
Herrn Prof. Winterstein bezogen waren und mir von dem- 
selben als teilweise entfettetes Pulver in entgegenkommender 
Weise zur Verfiigung gestellt wurden. Durch 16stiindiges Ex- 
trahieren im ThoOrnerschen Apparat wurde es vollstaéndig von 
iitherléslichen Stoffen befreit. Im tibrigen wurde es dhnlich 
wie das vorige Material behandelt, und werde ich im weiteren 
nur angeben, inwiefern das Arbeitsverfahren von dem vorigen 
abweicht. 

Beim Extrahieren mit Wasser wurde wie beim ersten Mal 
die aufgequollene Masse auf dem Straminsieb ablaufen gelassen, 
aber ohne Alkoholzusatz. Es dauerte zwar etwas linger, jedoch 
konnte auch diesmal durch WiederaufgieBen des ersten, durch 
mitgegangenes Pulver getriibten Ablaufs, ein klarer dunkel- 
brauner Extrakt erhalten werden. Der Riickstand wurde hierauf 
durch Dekantation gewaschen und noch 6mal ausgekocht. Die 
Filtrate wurden sofort mit etwa dem gleichen Volumen Alkohol 
versetzt. Es waren insgesamt etwa 50 | Wasserextrakt er- 
halten worden. Auch die Behandlung des Riickstandes wurde 
diesmal etwas abgeindert. Er verblieb zuerst 5 Tage unter 
70°/oigem Alkohol, wurde abgepreBt, kam dann unter 95°/oigen 
vahrend 2 Tagen. Nachdem er abgeprefit worden war, ver- 
blieb er wieder mehrere Tage unter Ather, kam wieder zur 
Presse und wurde erst auf Filtrierpapier bei gew6hnlicher Tem- 








188 Camille Reuter, 


peratur, dann bei 40° im Trockenschrank getrocknet. Diesmal 
blieb er fein pulverig und war nur gelblich gefarbt. Sein Ge- 
wicht betrug: 1210 g, entsprechend 49°/o des Ausgangsmaterials. 


Der Atherextrakt. 


Kr wurde durch Abdestillieren von der Hauptmenge des 
Athers befreit. Nach einigem Stehen schied sich eine feste 
Masse aus, welche die Cholesterinreaktionen zeigte. Hofmann!) 
untersuchte den Atherextrakt von Boletus edulis und fand, daf 
darin ein Cholesterin, Fette und Lecithin vorhanden sind, und 
zwar bezogen auf lufttrockenes Material: Cholesterin: 0,52 °/o, 
Fett: 3,2/o. 

Untersuchung des Alkoholextraktes, 

Die portionenweise bis zum diinnen Sirup abdestillierten 
alkoholischen Extrakte wurden vereinigt. Bald entstand eine 
ansehnliche Menge schoner Krystalle, die nach mehrere Monate 
langem Stehen noch zunahm. Sie zeigten die charakteristischen, 
oktaéderahnlichen Formen der Trehalose, waren aber noch etwas 
gelblich gefarbt. [hr Gewicht betrug 110g. Nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren wurden sie in grofen, weifen Krystallen er- 
halten, die siif schmeckten und die Fehlingsche Loésung nicht 
reduzierten. Auch in bezug auf ihr Verhalten beim Erhitzen 
stimmten sie vollig mit der Trehalose tiberein. Durch einmaliges 
Fallen ihrer konzentrierten wasserigen Losung mit absolutem 
Alkohol wurde ein rein weifes Krystallmehl erhalten, das iiber 
Schwefelsiure getrocknet wurde. Der Schmelzpunkt lag zwischen 
99 und 100°, und das in 9°/oiger Lésung im Soleil-Ventzke- 
Apparat bestimmte Drehungsvermégen betrug -++ 184,2°. 

1,8040 g in destilliertem Wasser zu 20 ccm gelést, wurden 
im 20 em-Rohr polarisiert. Abgelesen: -+ 96,6°S.-V. Daraus 
berechnet sich |a]p = ++ 184,2°. Berthelot fand das Drehungs- 
vermégen = 199°, Apping?) = 197,28°, Winterstein®) 
= 174,66—177,32°. 

Das Volumen des Sirups betrug ca. 1300 ccm. In einer 


') Hofmann, Dissertation, Ziirich 1901. 
?) Apping, Dissertation, Dorpat 1885. 
*) Winterstein, Diese Zeitschrift, Bd. 19, S. 75. 
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gewogenen Platinschale wurde die Trockensubstanz in 5 cem 
bei 105° bestimmt. Sie betrug: 1,424 g, entsprechend 370 g 
fiir die gesamten Extrakte. Eine Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl ergab 0,0975g N pro 5 ccm, oder 24,35 g N im 
Alkoholextrakt. Die geléste Trockensubstanz enthiilt dem- 
nach 6,85°/o N. Dieser sehr hohe N-Gehalt kann nur zu einem 
geringen Teil vom Lecithin herrtihren, das nur etwa 1,75 bis 
2°/o N enthélt. Da schon E. Schulze und seine Schiiler Unter- 
suchungen tiber das Lecithin aus Boletus edulis angestellt haben 
(wobei sie fanden, daf ein betrachtlicher Teil desselben sich 
im Alkoholextrakt des mit Ather entfetteten Materials vorfindet), 
befaBte ich mich nicht weiter mit diesem Korper. Ich suchte 
nur noch Aufschluf tiber die Natur der Substanzen zu erhalten, 
welche den hohen N-Gehalt des Sirups bedingen. Zu diesem 
Zwecke wurde die Hauptmenge in folgender Weise verarbeitet: 

1000 cem des schwarzbraunen, dickfliissigen Extraktes 
wurden auf dem Wasserbad von den letzten Resten Alkoho!l 
befreit. Dann wurde nach Zusatz von Wasser einige Zeit auf 
dem Wasserbad erwérmt, und es schieden sich an der Ober- 
fliche dunkle, schmierige Haute ab, wahrscheinlich Lecithin, 
wahrend die Fliissigkeit milchig getriibt war. Nun wurde mit 
Bleiessig ausgefallt, solange noch ein Niederschlag entstand. 
Das Filtrat wurde mit Schwefelsaure entbleit, und zu dem etwa 
5°/o Schwefelsdiure enthaltenden neuen Filtrat wurde Phosphor- 
wolframséiure zugesetzt. Nach 24 Stunden wurde der gelbe 
Niederschlag abgenutscht, mit 5°/oiger Schwefelsaure verrieben 
und gewaschen, dann mit tiberschiissigem Baryt zersetzt. Um 
das Ammoniak zu entfernen, wurde die Masse einige Tage lang 
durch ein mit Windfliigeln versehenes Riihrwerk aufgewirbelt, bis 
ein dariiber aufgehangtes rotes Lackmuspapier sich nicht mehr 
blaute. Gleichzeitig verschwand ein anderer widerlicher Geruch 
einer fliichtigen Base, wahrscheinlich Trimethylamin, da diese 
Base spiter in einem andern Objekt nachgewiesen wurde. Die 
weitere Verarbeitung geschah in bekannter Weise nach Kossel 
und Kutscher.!) Das Baryumphosphorwolframat muBte sehr 


') Diese Zeitschrift, Bd. 31, S. 165. 
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lange ausgewaschen werden, ehe die basische Reaktion ver- 
schwunden war. Das Filtrat wurde durch Einleiten von Kohlen- 
siiure vom iiberschiissigen Baryt befreit,!) eingeengt, mit Sal- 
petersiiure schwach angesauert und mit einer 50°/o igen Silber- 
nitratldsung versetzt, bis eine Probe mit Barytwasser eine braune 
Fiillung von Silberoxyd gab. Der in der sauren Fliissigkeit er- 
haltene Niederschlag, der die Alloxurbasen einschlieBt, wurde 
abfiltriert und mit kaltem Wasser gewaschen. Seine weitere 
Verarbeitung soll weiter unten beschrieben werden. 

Das noch braun gefirbte Filtrat wurde nun mit Baryt- 
ldsung versetzt, bis in einer Probe mit ammoniakalischer Silber- 
nitratldsung keine weife Silberfallung mehr auftrat. Die so aus- 
gefillte «Histidinfraktion» wurde abfiltriert und mit kaltem 
Wasser, dem wenige Tropfen Barytl6sung zugesetzt wurden, 
ausgewaschen. Uber die weitere Behandlung dieser Fraktion 
siehe weiter unten. 

Aus dem Filtrat wurde nun durch Sittigen mit gepulvertem 
Baryt die Argininfraktion erhalten. Dabei farbte sich die Fltissig- 
keit schwarz und erstarrte nach kurzer Zeit zu einer festen 
Gallerte. Nach 24 Stunden wurde die Masse noch einmal gut 
durchgertihrt, mit Barytwasser verdiinnt und auf zwei grobe 
Filter gebracht. Nachdem die Fliissigkeit abgelaufen war, was 
allerdings iiber einen Tag dauerte, wurde die schwarze Fiallung 
samt Filter mit Barytwasser verriihrt und auf einer Nutsche 
abgesaugt. Jetzt, wo die Mutterlauge gréBtenteils entfernt war, 
ging das Auswaschen ziemlich rasch vonstatten, und die Fallung 
hatte eine kiisige Beschaffenheit angenommen. Uber die weitere 
Verarbeitung der Argininfraktion siehe weiter unten. 

Zu dem schwarzbraunen Filtrat wurde etwas Salzsaure zu- 
gefiigt, um das geloste Silber zu fallen, dann Schwefelsaure bis zur 
sauren Reaktion. Hierauf wurde abfiltriert und das Filtrat mit 
Schwefelsiiure 5°/oig gemacht, mit Phosphorwolframsaure ver- 
setzt und die « Lysinfraktion» nach 24 stiindigem Stehen abfiltriert. 
Die Fallung wurde mit 5°/oiger Schwefelséure verrieben und auf 


') Beim Kinleiten von CO, zeigen barythaltige Lisungen haufig 
eine unangenehme Schaumbildung, die in einfacher Weise durch eine 
Spur Ather aufgehoben wird. 
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der Nutsche ausgewaschen. Die weitere Behandlung dieses 
Niederschlages wird weiter unten beschrieben werden. 


Aminosiiuren. 


Das Filtrat von der ersten Phosphorwolframsiurefallung 
wurde mittels Baryt von Schwefelséure und Phosphorwolfram- 
siure befreit und auf ein kleines Volumen auf dem Wasser- 
bade eingeengt. Der braune Sirup kam tiber Schwefelsdure. 

Es trat jedoch wohl infolge der reichlichen Gegenwart 
von Zucker keine Krystallisation ein, und ich versuchte nun, 
die Aminoséuren nach der Estermethode E. Fischers zu ge- 
winnen. Die Halfte des Sirups wurde im Vakuum bei 40° bis 
zur zahen Konsistenz eingeengt und verestert. Da in dem Fol- 
genden die Arbeitsweise bei einer anderen Veresterung niher 
beschrieben werden wird, brauche ich hier darauf nicht weiter 
einzugehen. Die Menge der rohen Ester war nicht sehr be- 
deutend. Bei der Fraktionierung im Vakuum wurden 4 Por- 
tionen aufgefangen : 


[. 50— 55° Kp. Thermometer im Dampf, 12 mm Druck, 3,5 g 


iT. 7)— 85° » » » » 12 » » 1,6 » 
Ili. 140—160° » > >» 12 » » 1,0» 
IV. 180° > » , » 12 » » O4> 


Summe: 6,5 g. 
Der Destillationsriickstand war nicht unbetriichtlich. 


Phenylalanin. Beim Versetzen mit Wasser trat schon 
in Fraktion IJ eine Olige Triibung auf, so dab bereits diese 
Fraktion mit Ather ausgeschiittelt wurde. Kine stirkere lige 
Abscheidung trat auf bei II] und IV. Alle atherischen Lésungen 
wurden vereinigt, der Ather verdampft, und der Riickstand 2 mal 
mit konzentrierter Salzséure abgeraucht, wobei eine dunkel 
gefarbte, schmierige Masse zuriickblieb. Sie wurde mit Wasser 
aufgenommen, mit Ammoniak neutralisiert und stehen gelassen. 
Eine gelblich gefiirbte Abscheidung wurde abgesaugt und ein 
Teil mit Bichromat und Schwefelsiure erhitzt. Es war deutlich 
der Geruch nach Phenylacetaldehyd wahrzunehmen, und bei 
langerem Erhitzen mit tiberschiissigem Bichromat schieden sich 
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diinne weiche Blattchen aus, welche beim Eindunsten mit Sal- 
petersdure nach Nitrobenzol riechen und also als Benzoesdure 
anzusprechen sind. Daf kein reines Phenylalanin vorlag, geht 
aus der Analyse des Kupfersalzes hervor, welches 17,94°/o Cu 
enthielt. 

0,1069 g gaben 0,0240 g CuO, wihrend sich fiir Phenyl- 
alaninkupfer 16,3°/o Cu berechnen. Es stellt also wohl ein 
Gemisch von Phenylalanin mit anderen Aminosduren dar. Wegen 
der geringen Menge an Substanz habe ich keine Reinigung ver- 
sucht, sondern mich mit dem qualitativen Nachweis begniigt. 

Alanin. Die wasserigen LOsungen von Fraktion I und II 
wurden durch etwa 6stiindiges Kochen mit Wasser am Riick- 
flu{kthler verseift. Sobald die Reaktion nicht mehr alkalisch 
war, wurde zur Trockne verdampft, je 3mal mit absolutem 
Alkohol ausgekocht, dann in Wasser gelést und durch Kochen 
mit Kupferhydroxyd nach Heintz in die Kupfersalze iiber- 
gefiihrt. Beim Erkalten schied die verdiinnte Lésung aus | 
hellblaue Krystallblattchen aus, welche offenbar aus Leucin- 
kupfer bestanden. Die folgende Krystallisation war dunkler ge- 
farbt und nach einmaligem Umkrystallisieren wurde reines Alanin- 
kupfer erhalten, und zwar racemisches. Nach dem Trocknen 
bei 100° enthielt es immer noch ein Molekiil Wasser, welches 
es erst sehr langsam bei 115° abgibt. Es krystallisiert in tief 
blau gefiarbten schiefen Prismen. 

0,1183 g, 100° trocken, gaben 0,0361 g CuO = 24,38 °/o Cu. 

Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu -+- H,O: 24,68°/o Cu. 

Kine neue Fraktion enthielt 24,74°/o Cu: 

0,1402 g, 100° trocken, gaben 0,0434 g CuO. 

Beim Trocknen nahm das Cu-Salz einen ausgesprochenen 
violetten Stich an. 0,1822 g, 115° trocken, gaben 0,0608 g CuO 
= 26,60°/o Cu. 

Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu: 26,52°/o Cu. 

Auch die folgende Krystallisation bestand noch aus Alanin- 
kupfer: 

0,2585 g, 115° trocken, gaben 0,0853 g CuO = 26,37°/e Cu. 

Die Mutterlauge wurde zur Trockne verdampft und mehr- 
mals mit Methylalkohol ausgekocht. Die Lésung wurde wieder 
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eingedunstet und bildete nach dem Aufnehmen mit Wasser und 
Einengen einen dicken, intensiv blauen Sirup, der in keiner 
Weise zur Krystallisation gebracht werden konnte. Der in 
Methylalkeho! unldsliche Anteil wurde zu einer Cu-Bestimmung 
verwendet: 0,1187 g gaben 0,0354 g CuO = 23,83 °/o Cu. Diese 
Zahl stimmt zufillig auf das Cu-Salz der Aminobuttersiure, 
welche bisher weder bei der EiweifShydrolyse noch sonst in 
der Natur gefunden worden ist. Jedenfalls geht aus dem 
niedrigen Cu-Gehalt hervor, daf kein Glykokoll vorhanden ist. 

Um mich zu vergewissern, daf wirklich racemisches Alanin 
vorliegt, wie schon der Krystallwassergehalt des Kupfersalzes 
vermuten laft, regenerierte ich aus einem Teil des analysierten 
Cu-Salzes das Alanin und léste es in Normal-Salzsaure. Die 
Loésung erwies sich als vollkommen inaktiv, und das daraus 
gewonnene Platinsalz war in Wasser, Alkohol und Alkohol- 
ther leicht léslich, woraus hervorgeht, dal es sich nicht etwa 
um das ebenfalls inaktive B-Alanin handeln kann. 

Das bei der Aufarbeitung der Prolinfraktion erhaltene 
Hydantoin schmolz bei 128°, annahernd wie das des Valins 
(131—133° korr.). Prolin war also nicht vorhanden. 


Alloxurbasenfiallung. 


Die mit Silbernitrat in schwach salpetersaurer Lisung 
erhaltene Fallung war ziemlich betrachtlich. Diese Silbernitrat- 
verbindungen wurden durch Behandeln mit tberschiissigem 
Ammoniak in die Silberverbindungen tibergefiihrt,!) welche erst 
mit verdiinntem Ammoniak, dann mit Wasser ausgewaschen 
wurden. Die weitere Verarbeitung geschah nach Kriiger und 
Salomon.?) Die Silberverbindungen wurden in einem Rund- 
kolben im kochenden Wasserbade mit soviel verdiinnter Salz- 
sdure zersetzt, bis keine weife Fallung von Chlorsilber mehr 
zu beobachten war, dann die gleiche Menge Salzsiéure zugefiigt 
und einige Minuten tiber freier Flamme gekocht. Die braune 
Lésung der Purinbasenchloride wurde nun auf dem Wasserbade 


oe 


'' Kutscher und Seemann, Diese Zeitschrift, Bd. 26, 5. 375. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 35, S. 437. 
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unter Zuhilfenahme eines mit Windfliigeln versehenen Rihrers 
mehrmals mit Wasser, dann mit Alkohol abgedunstet und so 
die Salzsiiure moglichst entfernt. Der braunschwarze schmierige 
Riickstand wurde mit Wasser schwach erwaérmt und ging villig 
in LOsung. Auf Zusatz von Ammoniak entstand ein briiunlicher 
feinpulveriger Niederschlag, der nach einigem Stehen von der 
dunkelbraun gefarbten Fliissigkeit abfiltriert wurde. Diese 
Fallung schliebt das Guanin, eventuell Epiguanin ein. Zur Reini- 
gung wurde sie mit 1°/oiger Essigsiure ausgekocht und heif 
vom Ungeldsten abfiltriert. Das essigsaure Filtrat wurde mit 
Soda neutralisiert, und eine Probe davon zeigte die Diazobenzol- 
sulfosdéurereaktion selbst in stark sodaalkalischer Losung. Der 
Rest wurde nun mit wasseriger Pikrinséure versetzt. Sofort 
trat eine gelbe flockige Féllung auf, welche abgesaugt, in viel 
heifem Wasser geldst und mit Tierkohle behandelt wurde. Aus 
dem Filtrat schieden sich beim Einengen mikroskopische, gelbe 
Nadeln aus, welche sich im Kapillarrohr bei 200° braunten 
und sich bei 280° unter Aufschiumen zersetzten. Dieses Ver- 
halten und das Aussehen unter dem Mikroskop machen es sehr 
wahrscheinlich, dai Adeninpikrat vorlag, das durch Ammoniak 
mitgefallt worden war und durch die heife Essigséure wieder in 
Losung gebracht wurde. Die Beobachtung, dab nach dem von 
mir befolgten Trennungsverfahren von Kriiger und Salomon 
auch Adenin durch das Ammoniak, besonders bei langerem 
Stehen ausgefiillt wird, machte auch Kossel.?) 

Der in 1°/oiger Essigsiure unlésliche Anteil wurde in 
verdiinnter Schwefelsiure gelist. Nach einigen Tagen hatten 
sich Krusten von gliinzenden Krystallaggregaten abgeschieden, 
die aus heifer verdiinnter Schwefelsaure umkrystallisiert wurden. 
Beim langsamen Abkiihlen schieden sich makroskopisch sicht- 
bare, feine Nadeln aus, wie sie fiir Guaninsulfat beschrieben 
sind. Die Krystalle waren noch etwas gelb gefarbt, lésten sich 
nicht in Wasser, wohl aber in verdiinnter Schwefelséure, mit 
welcher Lésung Metaphosphorsiure eine flockige Fiillung gab, 
unléslich in iiberschiissiger Siure, léslich in Alkali, beim Er- 


') Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. 10, S. 251. 
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wiirmen ebenfalls verschwindend. Diese siureunldsliche Meta- 
phosphorséureverbindung') ist charakteristisch fiir Guanin. Das 
Gewicht des gut krystallisierten Sulfates betrug nur etwa 0,05 g, 
so dafi eine Analyse nicht vorgenommen werden konnte. Aus 
den Mutterlaugen des Guaninsulfates konnte auf Zusatz von 
etwas heifer Natriumpikratlosung eine in der Kilte krystal- 
lisierende Abscheidung erhalten werden, und zwar feine orange 
Nidelchen, beim Trocknen filzartig zusammenklebend, von dem 
gleichen Aussehen wie ein Guaninpikratpriparat der hiesigen 
Sammlung. 

Das Filtrat von der Féllung des Guanins mittels Ammoniak 
wurde durch Erhitzen auf dem Wasserbade von iiberschiissigem 
Ammoniak befreit und mit wiisseriger Pikrinsiiure versetzt, solange 
noch eine Fallung auftrat. Letztere war schmutzig gelb gefirbt, 
wurde sofort abgesaugt und aus Wasser nach Kochen mit Tier- 
kohle umkrystallisiert. Es konnte aber nur Ammonpikrat in 
krystallisierter Form erhalten werden, und das vorhandene 
Adenin scheint vollig in die Guaninfillung eingegangen zu sein. 

Das Filtrat von der Fallung mit Pikrinsiiure kann das 
leichter losliche Hypoxanthinpikrat enthalten. Es wurde daher 
mit Schwefelsiiure versetzt und mit Ather die freie Pikrinsiure 
ausgeschiittelt. Nach Neutralisation mit Ammoniak wurden die 
noch vorhandenen Alloxurbasen mit ammoniakalischer Silber- 
losung ausgefiallt, die Silberverbindungen mit Schwefelwasser- 
stoff zersetzt und das Filtrat eingedunstet. Der Riickstand wurde 
mit heifer verdiinnter Salpetersiure aufgenommen, und nach 
dem Einengen schieden sich die fiir Hypoxanthinnitrat cha- 
rakteristischen, wetzsteinformigen Krystalle ab, jedoch reichte 
die Menge nicht fiir eine Analyse. 


Histidinfraktion. 


Die Verarbeitung geschah nach den Angaben von Kosse! 
und Patten?). Die Histidinsilberfallung wurde mit 50 ecm 
D°/oiger Schwefelsiure aufgeschlimmt und durch Einleiten von 


') Wulff. Diese Zeitschrift, Bd. 17. S. 468. 
2) Kossel und Patten, Diese Zeitschrift. Bd. 38, S. 41. 
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Schwetelwasserstoff zersetzt. Das Schwefelsilber wurde ab- 
filtriert und mit heifem Wasser ausgewaschen. Die Filtrate 
wurden auf ein Volumen von etwa 100 ccm eingeengt, soda 
die Lésung ca. 2,5°/o Schwefelséure enthielt. Nun wurde mit 
einem geringen Uberschu8 von Quecksilbersulfatlésung versetzt, 
und die gelbe flockige Fallung absitzen gelassen. Anderntags 
wurde sie abfiltriert und nach Zerteilung in Wasser mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Quecksilbersulfid wurde 
auf dem Wasserbad eingeengt, um den Schwefelwasserstoff zu 
vertreiben, und Barytwasser bis zur stark alkalischen Reaktion zu- 
gefiigt. Das tiberschtissige Baryum wurde im Fltrat durch Einleiten 
von Kohlensiiure beseitigt, und das neue Filtrat samt Waschwasser 
nach Neutralisation mit Salzsdéure auf dem Wasserbade eingeengt. 
Nach langerem Stehen schieden sich glashelle, harte Prismen 
aus, die sich in viel heifBem Wasser listen. Bei dem Veraschen 
auf dem Platinspatel hinterblieb kein Riickstand. Alle Histidin- 
reaktionen, Diazobenzolsulfoséure-, Brom-, Biuretreaktion, fielen 
negativ aus. Das Chlorhydrat schmolz unter Zersetzung gegen 
274° und seine wasserige Lésung reagierte sauer. Auf Zusatz 
von Goldehlorid entstand eine Fiillung, welche durch Erwarmen 
unter Zusatz von etwas verdiinnter Salzsdiure wieder in Lésung 
gebracht werden konnte. Beim Stehen schieden sich schéne 
gelbe Nadeln aus, neben kleineren Krystallen. Das Platinsalz 
erwies sich als schwer léslich und es wurde die Hauptmenge 
des Chlorhydrates in dasselbe tibergefitihrt. Nach Zusatz von 
Platinchlorid wurde etwas auf dem Wasserbade eingeengt, und 
die kérnige Fallung abgesaugt. 

Sie enthielt 34,87°/o Pt. 0,2696 g gaben 0,0940 g Pt. 

Auffallend war die Zunahme der Abscheidung beim Er- 
wirmen auf dem Wasserbade, sodafi es den Anschein besab, 
als sei das Doppelsalz in heisem Wasser weniger loéslich als 
in kaltem. Allein einmal ausgeschieden erwies es sich als fast 
unléslich. Bei einer anderen Platinbestimmung wurden 38,05°/o 
Pt erhalten. Hierbei war die Lésung langere Zeit auf dem 
Wasserbad erhitzt worden unter Zusatz von verdiinnter Salz- 
siure, um das abgeschiedene Platinsalz wieder in Losung zu 
bringen, was aber nur sehr unvollstindig gelang. Auf Cytosin, 
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das man in dieser Fraktion vermuten konnte, und das ein 
Chlorhydrat von ungefihr demselben Schmelzpunkt (275—279°), 
sowie ein schwer ldsliches Platinsalz besitzt, stimmen die 
Analysenzahlen gar nicht, und da das mehrfach umkrystalli- 
sierte Chlorhydrat ganz einheitlich aussah, so wurde die An- 
nahme wahrscheinlich, daf das Platinsalz je nach den Bedingungen 
eine wechselnde Zusammensetzung besitzt. Das Au-Salz ver- 
witterte stark beim Trocknen und war auch wegen der nicht 
einheitlichen Krystallform fiir die Analyse nicht geeignet. Hin- 
gegen entstand auf Zusatz von Natriumpikrat zur wiisserigen 
Lésung des Chlorhydrates eine Fallung, welche aus feinen 
seidengliinzenden Nadeln bestand, die sich bei 280° zersetzten 
und dem aufieren Ansehen nach dem Adeninpikrat vollstindig 
ihnlich waren. Eine N-Bestimmung nach Dumas in der bei 
105° getrockneten Substanz ergab folgendes Resultat: 
0,1009 g gaben 28,1 ccm N bei 15° und 719 mm = 30,68°/o N. 
Berechnet fiir Adeninpikrat C,H,N.-C,H,N,0, = 30,78°/o N. 
Ks kann sich somit nur um Adeninchlorhydrat handeln, 
welches sich in der Tat so verhalt wie oben angegeben, und 
die Verschiedenheit in den Platinwerten erkliart sich dadurch, 
daf8 Adenin ein Platinsalz der Formel (C,H.N. - HCl), - PtCl, 
liefert, welches sich in der Hitze umwandelt in ein Salz 
C,H,N,- HCl. PtCl,, Der von mir zuerst gefundene Wert liegt 
zwischen den fiir diese Formeln berechneten, was nicht zu ver- 
wundern ist, wenn man bedenkt, da diese Fallung in konzen- 
trierter LOsung vorgenommen wurde, nur kurze Zeit erwarmt 
wurde, und daf} die Schale hierauf langere Zeit im Exsikkator 
stehen blieb, wobei das erstere, normale Platinsalz auskrystal- 
lisieren konnte. Bei der zweiten Bestimmung, wobei liangere 
Zeit erwairmt und die reichliche Faéllung bald abfiltriert wurde, 
liegt der Platinwert sehr nahe dem fiir die zweite Formel ge- 
forderten, némlich 35,3°/o. Die «Histidin»-Fiéllung kann somit 
unter Umstiinden Adenin einschlieBen, welches der in schwach 
salpetersaurer Lésung mit Silbernitrat vorgenommenen Alloxur- 
basenfillung entgeht. Das nach Kossel und Patten (I. c.) 
angewandte Reinigungsverfahren beseitigt das Adenin nicht, 
denn wie ich mich durch einen Versuch tberzeugte, wird 
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reines Adenin in schwefelsaurer Losung durch Merkurisulfat 
gefiaillt. 

Die Mutterlauge des Adeninchlorhydrates war braun ge- 
firbt. Sie wurde mit Tierkohle méglichst entfirbt und zeigte 
die Diazoreaktion, nicht aber die anderen empfindlichen Histidin- 
reaktionen. Mit Natriumpikrat entstand eine harzige, braune 
Fillung. Auch mit Goldchlorid entsteht eine Fallung, doch 
konnte das Goldsalz wegen anhaltender Goldabscheidung nicht 
rein erhalten werden, und begniigte ich mich, festzustellen, da 
die daraus regenerierte LOsung des Chlorides eine starke Diazo- 
reaktion zeigte. 

Argininfraktion. 

Die Silberfillung der «Argininfraktion» wurde mit kaltem 
Barytwasser bis zum Verschwinden der Salpetersaurereaktion 
gewaschen, mit verdiinnter Schwefelsdiure aufgeschlammt bis zur 
sauren Reaktion, und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat 
vom Silbersulfid nebst Waschwasser wurde durch Auf kochen vom 
Schwefelwasserstoff befreit, erkalten gelassen und mit Baryt bis 
zur stark alkalischen Reaktion versetzt. Das Filtrat vom Baryum- 
sulfat wurde durch Einleiten von Kohlensaure von tiberschiissigem 
Baryt befreit, filtriert, eingeengt und mit Salpetersaure neu- 
tralisiert. Beim Stehen tiber Schwefelséiure bildete sich eine 
briiunliche Masse, welche durch Kochen mit Tierkohle ziemlich 
weilgehend entfiirbt wurde. Auf Zusatz von Natriumpikrat 
schieden sich nach einigem Stehen sehr feine verfilzte Nadeln 
ab, die bei 201° schmolzen. Auf weiteren Zusatz von Natrium- 
pikrat lieferte die Mutterlauge eine weitere reichliche Ab- 
scheidung desselben Pikrates, insgesamt fast 8 g. Nach mehr- 
fachem Umkrystallisieren &nderte sich der Schmelzpunkt nicht 
weiter. Es krystallisiert in feinen zu biischeln vereinigten 
Niidelchen, die trocken eine verfilzte wollige Masse von hell- 
gelber Farbe darstellen. Bei der Verbrennung nach Dumas 
lieferten 0,1800 g Substanz bei 105° getrocknet 32,6 ccm N bei 
19° und 733 mm = 19,97°%o N. 

0,1659 g gaben 30,0 cem N bei 16° und 729 mm = 20,11°/o N. 

Da die N-Bestimmung keine auf Argininpikrat stimmenden 
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Werte ergeben hatte, so wurde das Pikrat wieder mit heifer. 
verdiinnter Schwefelsiure zersetzt und die ausgeschiedene Pikrin- 
siure abgesaugt. Das Filtrat wurde noch einige Male ausge- 
iithert, auf dem Wasserbade von gelistem Ather befreit und 
durch Verdiinnen mit Wasser auf eine Konzentration von 5°. 
H,SO, gebracht. Auf Zusatz von Phosphorwolframsiiure schied 
sich eine schleimige Fillung ab, die triibe durch das Filter 
ging und es bald verstopfte. Sie wurde daher kurze Zeit auf 
dem Wasserbade erwiirmt, wobei sie sich zusammenballte. Am 
anderen Tage wurde sie abgenutscht, in bekannter Weise mit 
Baryt zerlegt und die Basenlésung mit Salpetersiure neutra- 
lisiert. Beim Einengen auf dem Wasserbade schieden sich 
wavellitartige Krystallgebilde aus, und beim Reiben erstarrte 
die ganze Masse zu einem Krystallbrei. Dieser wurde mit 
Wasser aufgenommen und mit Kupferhydroxyd gekocht. Das 
Filtrat war nicht so stark blau gefarbt, wie dies beim Arginin- 
kupfernitrat der Fall zu sein pflegt, und beim Stehen itiber 
Schwefelsaéure entstand ein Sirup, der keine Anlagen zur Krystal- 
lisation zeigte. Er wurde daher wieder mit Wasser aufge- 
nommen, mit Schwefelwasserstoff zersetzt und das Filtrat ein- 
geengt. Beim ruhigen Stehen iiber Schwefelsiure schied sich 
das Nitrat in grofien, glashellen Krystallen aus, die wie dicke 
rhombische Platten, manchmal auch wie verzerrte Oktaeder 
aussahen. Sie verbrennen vollstandig unter Verbreitung eines 
spermaéhnlichen Geruches. 

Zur Identifizierung wurde das Nitrat tiber die Silberver- 
bindung in das Chiorid verwandelt. Die wiisserige Nitratlésung 
wurde mit soviel 25°/oiger Silbernitratlésung versetzt, bis ein 
Tropfen mit iiberschiissigem Barytwasser eine braune Fallung 
lieferte. Nun wurde die klare Lésung mit umkrystallisiertem, 
gepulvertem Baryt gesattigt, wobei eine volumindése, anfangs 
weibe, dann braune Fiillung auftrat. Sie wurde mit Barytwasser 
gewaschen und in schon beschriebener Weise in das Carbonat, 
eine feste kreidige Masse, dann in das Chorid verwandelt. Dieses 
krystallisierte nicht. Im Vakuumexsikkator erstarrte es zu einer 
sprodden Masse. Mit Goldchlorid entstand eine Fiillung von gelben 
Nidelchen, welche bei 174° unter Aufschiumen schmoizen. Da 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVIII. 14 
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die Fallung gut krystallisiert war, wurde sie, ohne umzuldsen 
oder umzukrystallisieren, analysiert: 

0,1137 g gaben 0,0469 g Au = 41,25°/o Au 

0,1640 >» » 0,0675 » Au = 41,16°/o Au. 

Das Platinsalz erwies sich ebenfalls als schwer léslich 
und ergab direkt ausgefillt und nicht umkrystallisiert folgende 
Werte: 

Q,1588 g gaben 00,0507 g Pt = 31,93°/o Pt 
Q,1536 » » 0,0494 » Pt = 32,16°%lo Pt. 

Der Platin- und der Goldwert stimmen untereinander 
garnicht Uberein. Ein normales Goldsalz mit 41,2°/o0 Au wiirde 
einem Platinsalz mit 28,35°/o Pt entsprechen. Es ergab sich 
nun, daf das Goldsalz in der Tat nicht normal zusammenge- 
setzt war. Beim Umkrystallisieren des Goldsalzes aus ver- 
diinnter Salzsiure unter Zusatz von etwas Goldchlorid wurden 
zentimeterlange, orangegelbe Spiebe erhalten. Diese schmolzen 
bei 182° und enthielten: 45,09°/o Au und 32,30°/o Cl. 

0,1018 g gaben 0,0459 g Au und 0,1330 g AgCl. 

Die Goldbestimmung geschah durch Fallen mit Schwefel- 
wasserstoff, und die Chlorbestimmung wurde im Filtrate aus- 
gefiihrt, das durch langeres Erwarmen auf dem Wasserbade 
vom iiberschiissigen Schwefelwasserstoff befreit worden war. 
Bei geniigender Verdiinnung hat man keine Verluste an Chlor 
durch Entweichen von Salzséure zu befiirchten. Auferdem wurde 
eine C-H-Bestimmung mit demselben Goldsalze ausgefiihrt: 

0,2835 g im Platinschiffchen verbrannt ergaben: 

0,1277 g CO, = 12,29°%o C 
0,0474 g H,O = = 1,87°/o H. 

Weiter wurde eine Elementaranalyse des Pikrates aus- 
gefiihrt: 

0,3233 g bei 105° getrocknet gaben: 

0,4983 g CO, = 42,04°%o C 
0,1280 » HO = 4,43°%o H. 

0,1834 g bei 105° getrocknet gaben: 

33,3 ccm N bei 18° und 733 mm = 20,01 °/o N. 

Aus diesen Analysenzahlen berechnet sich die Bruttoformel 
C,,H,,.N,0,, welche verlangt: 42,20°/o C, 4,25°/o H, 19,71°/o N. 
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Nach Abzug eines Molekiils Pikrinsaure bleibt fiir die freie Base: 
C,H,,;N,0,. Diese Bruttozusammensetzung stimmt nun iiberein 
mit derjenigen einer Base, welche Kutscher in dem Handels- 
praparat «Hercynia» aus Champignon aufgefunden hat. Fiir das 
Goldsalz dieses KOrpers, C,H,,N,0,-2 HAuCl,, 


berechnet sich: Gefunden: 
44,96°o Au 45,09 ° lo 
32,33°/o Cl 32,30°/0 
12,31°/o C 12,299] 
1,95°/o H 1,87°/o 


Die Analyse des Goldsalzes stimmt also sehr gut mit 
den berechneten Werten, und das Chlorhydrat lieferte ebenso 
wie die Kutschersche Base in sodaalkalischer L6sung die 
Diazoreaktion, und zwar tritt die Firbung merklich langsamer 
auf, als dies beim Histidin selbst der Fall zu sein pflegt. Es 
kann nicht auffallen, daB diese Base, welche gegen Goldchlorid 
sich zweibasisch verhalt, ein Monopikrat liefert. Dasselbe ist 
ja der Fall bei vielen anderen Basen, welche sowohl Mono- 
als Dipikrate liefern. Ubrigens neigt der Kérper sehr zur 
Bildung von nicht normalen Goldsalzen. Schon das erst ana- 
lysierte Goldsalz war nicht normal zusammengesetzt, und 
spater wurde noch ein anderes Goldsalz erhalten, das in flachen 
gelben Blattern krystallisierte und 34,6°/o Au enthielt: 0,2372 g 
gaben 0,0822 g Au. Dieses Goldsalz konnte durch Umkrystal- 
lisieren aus verdiinnter HCl unter Zusatz von etwas Gold- 
chlorid in die orangefarbenen Spiefe mit normalem Goldgehalt 
libergefiihrt werden. 

Wahrend jedoch Kutscher die Base, welche nach ihm 
ein Trimethylhistidin sein kann, in der Lysinfraktion auffand, 
und sie also den Silberfillungen entgangen war, fand ich sie 
in der Argininfraktion, und zwar wurde sie zweimal mit Silber- 
nitrat und Baryt ausgefallt. Kutscher hebt selbst hervor, 
daf es auffallend ist, da8 ein Histidinderivat nicht durch Silber- 
nitrat und Baryt gefallt werden sollte. 

Es stellte sich die Frage, ob diese Base identisch ist 
mit dem Histidinbetain, das Barger und Ewins (I. c.) durch 

14* 
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Entschwefelung des Ergothionins mittels Ferrichlorid erhielten. 
Es scheint das nicht der Fall zu sein, da die genannten Au- 
toren den Schmelzpunkt ihres Dipikrates zu 123° angeben, 
wihrend ich bei einem Pikrat, das durch Fallen der Lésung 
der Chloride mit Natriumpikrat gewonnen war und welches 
nach der Pikrinsiurebestimmung ein Dipikrat ist, den Schmelz- 
punkt bei 205° fand. 


Lysinfraktion. 


Die in bekannter Weise aus dem Phosphorwolframsaure- 
niederschlag erhaltene Losung der Chloride wurde eingeengt 
und iiber Schwefelsiéiure stehen gelassen, wobei ein ziiher, 
brauner Sirup entstand. Er war zum groBten Teil in absolutem 
Alkohol léslich. Diese Lésung wurde mit tiberschiissiger, alko- 
holischer Sublimatlésung versetzt, wobei eine schmierige Fiil- 
lung entstand, welche nach langerem Stehen abfiltriert und 
getrennt von einer spater entstandenen, feinkérnigen, heller 
gefiirbten Abscheidung verarbeitet wurde. Beide wurden aus 
heiBem Wasser unter Zusatz von etwas Quecksilberchlorid 
umkrystallisiert. 

Die zwei aus der letzteren Abscheidung gewonnenen 
Quecksilberdoppelsalzfraktionen wurden mit Schwefelwasserstoff 
zersetzt, die Chloride getrocknet und in absolutem Alkohol 
gelist. Beim Versetzen der ersten Fraktion mit alkoholischer 
Platinchloridlésung trat eine amorphe gelbliche Fallung auf, 
welche abgesaugt und mit Wasser digeriert wurde. Der wasser- 
lésliche Teil der Platinfallung wurde von einem geringen 
braunen, unléslichen Riickstand abfiltriert und lieferte beim 
Stehen tiber Schwefelsiiure derbe Krystallaggregate, die aber 
von einer beigemengten feinkérnigen Abscheidung nicht gut 
zu trennen waren. Rasch erhitzt schmolzen sie gegen 245°. 
Zur Reinigung wurden sie mit Schwefelwasserstoff zersetzt, 
und die erhaltenen zerflieBlichen Chloride in das Goldsalz 
iibergefiihrt, welches sich auf Zusatz von Goldchlorid in 
Flocken abschied und aus verdiinnter Salzsiure umkrystallisiert 
schlanke, rhombenihnliche Blittchen bildete, die rasch erhitzt 
bei 254° unter Zersetzung schmolzen. Beim Trocknen dieses 
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Praparates fiir die Analyse wurde der Vakuumexsikkator an 
der Wasserstrahlpumpe eingedriickt, wobei die Substanz zer- 
stort wurde. Aus der eingeengten Mutterlauge wurde jedoch 
auf Zusatz von Goldchlorid noch eine geringe Menge desselben 
Koérpers erhalten. Diese Krystalle zeigten unter dem Mikroskop 
dieselben Formen wie die aus der ersten Krystallisation und 
schmolzen unter Zersetzung bei 257°, wahrend ein gleichzeitig 
erhitztes Vergleichspraparat von Cholingoldchlorid aus der 
Sammlung unseres Laboratoriums bei 256° sich zersetzte und 
schmolz. Es wurde zur Analyse mit einer ganz geringen Menge 
eines Priparates vereinigt, das aus der wasserloslichen Platin- 
faillung der Chloride aus der schmierigen Quecksilberfallung 
gewonnen war und dieselbe Krystallform sowie den gleichen 
Zersetzungspunkt zeigte. 

0,1732 g gaben 0,0772 g Au = 44,57°/o Au. 
3erechnet fiir Cholingoldchlorid, C,H,,NOAuCl,: 44,50°/o Au. 

Die zweite Fraktion der Quecksilberdoppelsalze bestand 
noch aus der Cholinverbindung, wie die Analyse des Gold- 
salzes zeigt: 

0,1545 g gaben 0,0688 g Au = 44,53°/o Au. 

Es zersetzt sich gegen 258°. Weitere Fraktionen der 
Fallung mit Goldchlorid lieferten ebenfalls auf Cholin stim- 
mende Werte: 

0,1194 g gaben 0,0532 g Au = 44,56°/o Au 

0,1834 » » 0,0815 >» Au = 44,43] Au. 

Die aus der schmierigen, braunen Quecksilberfillung ge- 
wonnenen Chloride wurden mit absolutem Alkohol aufgenommen 
und so von einer geringen Menge unldslichen Riickstandes 
befreit. Die Lésung wurde mit alkoholischem Platinchlorid 
versetzt, und die entstandene Fallung mit Wasser behandelt, 
wobei sie bis auf einen geringen braunen Riickstand in L6- 
sung ging. Die Losung wurde noch mit etwas Salzséure ver- 
setzt und tiber Schwefelséure stehen gelassen, wobei sich 
allmahlich das Platinsalz in blattrigen Drusen ausschied. Daneben 
trat wieder eine heller gefarbte, feinkérnige Abscheidung auf. 

eim Umkrystallisieren und Einengen schied sich ein Ol ab, 
das beim Reiben krystallinisch erstarrte. Unter dem Mikro- 
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skop wurden kreuzf6rmig angeordnete kurze Prismen beob- 
achtet, die rasch erhitzt sich bei 267° zersetzten. 

Das Chloroplatinat wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt 
und das Goldsalz dargestellt. Ein Teil hiervon war selbst in 
kochendem Wasser unldslich, loste sich hingegen in verdiinnter 
heifer Salzsiure, woraus er sich beim Erkalten und Stehen 
in zentimeterlangen gelben Prismen abschied, die gegen 175° 
sintern und bei 185° unter Zersetzung schmelzen. 

0,1337 g gaben 0,0606 g Au = 45,32°/o Au. 

Das Chlorid zeigte die Histidinreaktion mit Diazobenzol- 
sulfosiure, und es besteht kein Zweifel, dafB es identisch ist 
mit dem Trimethylhistidin, das aus dem in Wasser leicht léslichen 
Teile der Quecksilberfallung erhalten wurde, und von dem 
weiter unten die Rede sein wird. Aus der Mutterlauge des 
Chloroplatinats wurde ein zerfliefliches Chlorid erhalten, das 
durch das Goldsalz als Cholin identifiziert wurde. 

0,1387 g gaben 0,0620 g Au = 44,70°/o Au 

0,1894 >» » 0,0846 >» Au = 44,67°%o Au. 

Die beim Umkrystallisieren der Quecksilberchloriddoppel- 
salze zurtickgebliebenen Mutterlaugen schlossen noch eine nicht 
unbetriichtliche Menge stickstoffhaltiger Substanz ein. Sie wurden 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat auf dem Wasser- 
bad eingedampft, mit Tierkohle entfarbt, und die nur schwach 
gelblich gefairbte Losung wieder eingedunstet. Der so erhaltene 
Sirup wurde im Vakuumexsikkator scharf getrocknet, die 
glasartig erstarrte Masse mit absolutem Alkohol aufgenommen 
und diese Operationen zweimal wiederholt. Die Chloride bildeten 
einen schwach gelb gefarbten Sirup, der nicht zum Krystalli- 
sieren gebracht werden konnte. Mit Kaliumtrijodid entstand 
sowohl in saurer als auch in alkalischer Losung eine Fallung. 
Die Diazoreaktion in sodaalkalischer Lésung war positiv. Mit 
wisseriger Platinchloridlésung entstand nicht sofort eine Fal- 
lung, doch schieden sich nach einigem Stehen flache Krystalle 
aus. Das Goldsalz war schwerer ldslich. Ks fiel auf Zusatz von 
Goldchlorid flockig aus, léste sich aber nach Zugabe von etwas 
Salzsiiure beim Erwirmen. Beim Erkalten fiel ein Ol aus, das 
aus verdiinnter Salzsdure umkrystallisiert wurde. Nach langerem 
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Stehen traten drusig verwachsene derbe Prismen auf. Da 
sich daneben etwas Gold abgeschieden hatte, wurde das Salz 
wieder umkrystallisiert. Die ersten Fraktionen besafBen einen 
wechselnden Goldgehalt, von 43,4 bis 40,8°/o Au. Erst nach 
mehrfachem Umkrystallisieren und besonders nach weiterem 
Zusatz von Goldchlorid gelang es, ein sehr schén krystalli- 
sierendes einheitliches Goldsalz zu erhalten. Dieses bildete 
zentimeterlange, fast orange gefarbte Nadeln, die bei 183° 
schmolzen und also vollstindig dem ‘Trimethylhistidingoldsalz 
aus der Argininfraktion glichen. Die Analyse ergab den gleichen 
Gold- und Chlorgehalt. 
0,1545 g gaben 0,0694 g Au = 44,92°/o Au 
und 0,2001 g AgCl = 32,02°/o CI. 
Trimethylhistidingoldchlorid verlangt: 44,96°/o Au = 32,33°/o Cl. 

Die Goldbestimmung geschah auf indirektem Wege durch 
Fiillen mit Schwefelwasserstoff. Der Uberschu8 wurde durch 
Erwarmen auf dem Wasserbade vertrieben und im Filtrat das 
Chlor bestimmt. 

Die folgenden Fraktionen zeigten ebenfalls zuerst einen 
zu niedrigen Goldwert, der sich aber sofort nach dem Rege- 
nerieren der Golddoppelsalze aus den bei der indirekten Au- 
Bestimmung erhaltenen Chloriden auf den konstanten Wert 
von 45°'o einstellte. 


Es folgen die Analysen der einzelnen Fraktionen: 

I]. 0.2591 g gaben 0,1165 g Au = 44,96°/o Au. FZp.: 184—185° 
11.0,1160> » 0,0524» Au=45,14%o Au. » 183° 
IV.0,1736> » 0.0782» Au=45,05%o Au. » 183—184° 

V.0,1415>» » 0,0638 » Au=45,09°/o Au. » 183°. 


Es wurde insgesamt etwa 1 g des Goldsalzes in analysen- 
reinem Zustande erhaiten. Aus dem Chlorid wurde mittels 
Natriumpikrat das schon erwiéhnte Dipikrat erhalten, welches 
bei 205—206° schmilzt. 

Was das von Yoshimura in der Argininfraktion des 
Wasserextraktes aus Steinpilz aufgefundene Trimethylamin 
angeht, so konnte ich diese Base tiberhaupt nicht erwarten, 
da bei der Austreibung des Ammoniaks bei der Zersetzung 
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des Phosphorwolframsiiureniederschlages, eine so leicht fliichtige 
Base wie Trimethylamin auch vertrieben werden mufte. In 
der Tat gewann ich durch Auffangen in verdiinnter Salzséure 
neben viel Ammonchlorid ein in Alkohol lésliches, zerflieBliches 
Chlorid, welches ein ziemlich schwer lésliches Goldsalz gab, 
in federartigen Gebilden krystallisierend. Es schmolz gegen 
245° unter Zersetzung. Die Menge war nur sehr gering, je- 
doch konnte eine Goldbestimmung ausgefiihrt werden: 

0,1101 g gaben 0,0546 g Au = 49,59°/o Au 

Berechnet fiir: C,H,N - HAuCl, = 49,41°/o Au. 

Ks findet sich somit eine geringe Menge von Trimethyl- 
amin im Steinpilz, das beim Vertreiben des Ammoniaks eben- 
falls mit ausgetrieben wird. 


Untersuchung des Wasserextraktes von 1800 g trockenem 
Boletus edulis. ‘) 

Wie schon erwihnt, waren 5°/o des Extraktes zu quanti- 
tativen Bestimmungen zuriickbehalten worden. Hierin wurde 
zunichst die geléste organische Trockensubstanz bestimmt. 

Geléste Substanz in 50 ccm, bei 105° trocken: 0,6000 g 
> Asche: 0,1067 » 
Geléste organische Trockensubstanz: 0,4933 » 

Daraus berechnet sich fir den gesamten Wasserextrakt 
(42650 cem): 421 g fiir die geléste organische Trockensubstanz. 

Der Gesamtstickstoff wurde in 100 ccm, entsprechend 
0.9866 g organische Trockensubstanz, nach der KjeldahlIschen 
Methode bestimmt. Fiir die geléste organische Trockensubstanz 
berechnet sich ein Gehalt von 4,97°/o N. Insgesamt waren mit 
Wasser in Lésung gegangen: 20,9 g N, oder etwa '/s des ge- 
samten in dem Ausgangsmaterial enthaltenden Stickstoffs. 

Um einen Anhaltspunkt fiir die Bindungsart dieses Stick- 
stoffs zu gewinnen, wurde die N-Verteilung bestimmt: 

Protein-N nach Stutzer: 2,1 %/o 

Durch Phosphorwolframsiure fiallbarer N: 1,869/o. 

Zieht man den Protein- und Basen-N vom Gesamt-N 
(4,97°/o) ab, so erhalt man den weder durch Kupferhydroxyd, 


') Vel. S. 187. 
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noch durch Phosphorwolframsaure fillbaren N, der auch den 
Aminosauren-N einschliefit. 

Die hohe Zahl fiir den Protein-N ist tiberraschend. Es 
berechnet sich daraus 8,8 g Protein-N im Wasserextrakt, und 
legt man den Faktor 6,25 fiir die Berechnung des Protein- 
gehaltes zugrunde, so findet man, daB der Wasserextrakt von 
1800 g Boletus ca. 53 g wasserlésliche Proteinkorper enthiilt. 
Dieses Resultat widerspricht allen Beobachtungen, die Zellner 
und andere iiber das lodsliche PilzeiweiB machten. So gibt 
Zellner') an, dafi er aus trockenem, mit Petrolather extrahiertem 
Fliegenpilzpulver mit kaltem Wasser nur sehr wenig Eiweif 
in Lésung bekam, das beim Kochen sich in Hiiuten ausschied. 
Ich stellte nun die gewohnlichen Eiweifreaktionen an, welche 


jedoch negativ ausfielen, woran vielleicht die dunkle Farbe der 


Lésungen schuld sein mag. Anderseits ist auch die Vermutung 
nicht von der Hand zu weisen, daf es peptonartige, biuretfreie 
Substanzen sind, welche jedoch noch durch Kupferhydroxyd 
gefallt werden, oder aber Koérper der Purinreihe. 


Pentosengehalt des Wasserertraktes. 


Uber den Gehalt hoherer Pilze an lislichen Pentosen ist 
noch nichts bekannt. Man weif von den holzbewohnenden Pilzen, 
dah sie die Zellmembranen des Holzes aufzulésen imstande 
sind, sodafi die Zersetzungsprodukte resorbiert werden kénnen. 
Schorstein?) gibtan, daf die hierbei entstehenden Pentosen assi- 
miliert werden. Zeliner’) erhielt aus einem Baumschmarotzer, 
Trametes suaveolens Fr., durch Kochen mit verdiinnter HCI ein 
Destillat, das die Furfurolreaktionen lieferte (Fichtenspan- 
reaktion, Rotfairbung mit Anilinacetatpapier, Phloroglucinreak- 
tion). Auch Polyporus ignarius Fr.,*) ein anderer holzbewohnen- 
der Pilz, verhilt sich ebenso, woraus Zellner auf die Anwesen- 
heit von Pentosanen schlieSt. Da nun die Phloroglucinsalzsaure- 





‘) Zellner, Sitzungsber. d. kaiserl. Akademie d. Wissenschaften, 
Wien, Bd. 115, Abt. 2b, 1906. 

2) Zentralbl. f. Bakteriologie, Bd. 9, S. 446 (1902). 

‘) Wiener Monatsh. (1907), S. 1285. 

4) Wiener Monatsh. (1908), S. 772. 
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reaktion auf Pentosen, welche ich im Wasserextrakt von Boletus 
edulis anstellte, positiv ausfiel, so bestimmte ich quantitativ die 
Menge des Furfurols, wenn auch diese Untersuchung eigentlich 
nicht in den Rahmen dieser Arbeit gehért. Ich arbeitete dabei 
nach der Furfurolsalzsauredestillationsmethode von Tollens.') 
Erhalten wurden aus 100 ccm Extrakt nach 11 Destillationen: 
0,0340 g Furfurolphloroglucid, das nach der Kréberschen Tabelle 
0,0398 g Pentose entspricht. Demnach enthalt der gesamte 
Wasserextrakt (42650 ccm) ca. 16,9 g Pentose = ca. 1°/o der 
Trockensubstanz. Es ist nicht unwahrscheinlich, daf die furfurol- 
liefernde Substanz ein Pentosid ist. 

Wie schon erwéhnt, wurde der Wasserextrakt aus 1800 g 
Boletus edulis sofort nach seiner Gewinnung mit Bleiessig 


ausgefiillt. 


Phosphorwolframsdurefallung. 

Das klare gelblich gefiarbte Filtrat wurde mit Schwefel- 
siiure annihernd 5°/oig gemacht, vom Bleisulfat abfiltriert und 
eine 50°/oige Phosphorwolframsaéurelisung zugesetzt, solange 
noch eine Fiillung entstand. Nach 24 Stunden wurde der Nieder- 
schlag abgenutscht und in der schon erwahnten Weise auf- 
gearbeitet. 


Alloxurbasenfraktion. 


Sie wurde in der gleichen Weise wie die entsprechende 
Fraktion aus dem Alkoholextrakt verarbeitet. 

Guaninfraktion. Die braunlich gefarbten Purinbasen- 
chloride wurden mit etwas Wasser schwach erwirmt und 
nach mehrstiindigem Stehen wurde eine geringe Menge unge- 
ldster Substanz abfiltriert. Das braune Filtrat wurde mit 
Ammoniak bis zur schwach alkalischen Reaktion versetazt, 
wobei ein gelblichbrauner, feinkérniger Niederschlag entstand. 
Er wurde nach langerem Stehen abfiltriert, mit kaltem Wasser 
gewaschen, und da er ein braunliches amorphes Pulver bildete, 
wurde er zur Reinigung aus sehr viel heifem Wasser um- 


') Handbuch der Biochem. Arbeitsmethoden, Bd. 2, S. 130. 
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gelést. Beim Erkalten schied sich ein gelbbraunes Pulver ab, 
das keine deutliche Krystallform zeigte. Die Weidelsche Probe 
(Lésen in wenig Salzsiiure und Abdampfen nach Zusatz von 
Kaliumchlorat, wonach der Riickstand in einer Ammoniakgas- 
atmosphire schéne Rotfarbung zeigt) fiel -- aus (Xanthin, Cyto- 
sin und Uracil zeigen diese Probe). Die Diazobenzolsulfosaure- 
reaktion in sodaalkalischer Lésung fiel 4- aus, es entstand eine 
intensiv rot gefarbte LOsung, die auch nach starkem Verdiinnen 
mit Wasser ihre rein rote Farbe behielt. Die Menge der trockenen 
Substanz betrug 0,3 g. Sie war in kaltem Wasser fast unlés- 
lich, in viel heifem Wasser loslich. Zur weiteren Reinigung wurde 
sie nun mit 1°/oiger Essigséure ausgekocht, wobei der grifte 
Teil in Losung ging. Epiguanin ist in 1 °/oiger Essigséure léslich 
und kann auf diese Weise vom Guanin getrennt werden, das 
in Essigséure dieser Konzentration nur schwer loslich ist. Der 
ungeliste Riickstand ging mit verdiinnter Natronlauge leicht in 
Lésung, und auf Zusatz von Essigséure bis zur sauren Reaktion 
wurde wieder eine Fillung erhalten, die in salzsaurer L6sung 
mit Metaphosphorsiure eine flockige Fillung gab, unléslich in 
iiberschiissiger Saure, l6slich in Natronlauge. Die Fallung zeigte 
unter dem Mikroskop ein membranéses Aussehen. Die Mutter- 
lauge vom Umkrystallisieren des Guanins aus heifem Wasser 
gab diese Metaphosphorsaureverbindung nicht. Die Fallbarkeit 
durch Metaphosphorsdure ist charakteristisch fiir das Guanin. 
Wulff!) gibt an, da8 Adeninmetaphosphat in einem Uberschuf 
von Saure gelést wird, und Hypoxanthin iiberhaupt keine schwer 
losliche Metaphosphorsaureverbindung liefert. In schwach saurer 
Losung entstand auf Zusatz von etwas Natriumpikrat ein seiden- 
artig glanzender Niederschlag von goldgelber Farbe, bestehend 
aus feinen, meist radial angeordneten Niédelchen. Doch war die 
Menge fiir eine Analyse nicht ausreichend. Im Kapillarrohr 
erhitzt, wurde gegen 110° Aufhellung der Farbe beobachtet. 
Bei 190° beginnt die Zersetzung, doch war die Probe selbst 
bis 300° nicht geschmolzen. Genau dieses Verhalten beschreibt 
Wulff (1. c.) fiir Guaninpikrat. 


') Wulff, Diese Zeitschrift, Bd. 17, S. 504. 
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Das Auftreten der Weidelschen Probe deutet darauf 
hin, dab das Guanin mit etwas Xanthin verunreinigt war. 

Adeninfraktion. Das ammoniakalische Filtrat vom ausge- 
schiedenen Guanin wurde durch Erhitzen vom Ammoniak be- 
freit, mit Pikrinsiure ausgefallt, und der voluminése Nieder- 
schlag aus Wasser umkrystallisiert. 

Die erhaltenen groben Krystalle bestanden jedoch aus 
Ammonpikrat, das aus dem Ammonchlorid herstammt, welches 
bei der Guaninfillung mit Ammoniak aus der stets vorhandenen 
freien Salzsaéure entsteht. 

Aus dem in 1 °/oiger Essigséure léslichen Teil der Guanin- 
fillung, der kein Guanin mehr enthielt (Ausbleiben der Fallung 
mit Metaphosphorsdure in saurer LOsung) wurde ein krystalli- 
nisches Sulfat erhalten, woraus mit Natriumpikratlésung beim Er- 
kalten ein in den fiir Adeninpikrat am hiufigsten beobachteten 
feinen Niidelchen sich abscheidendes Pikrat gewonnen wurde. 
Es wurde abgesaugt und an der Luft getrocknet, wobei ich 
eine seidengliinzende verfilzte Masse erhielt, genau so wie 
Bruhns!) das Adenin beschreibt. 

Fp.: 278°, Zp.: 282° (unkorr.). Die Analyse der bei 105° 
getrockneten Substanz ergab folgendes Resultat: 

0,1205 g lieferten 35,2 ccm N bei 725 mm und 26° C. 

Berechnet fiir Adeninpikrat, C,,H,O,N,: 30,78°/o N 

Gefunden: 30,71 °/o N. 

Aus den beim Umlésen des Guanins mit Wasser erhal- 
tenen Mutterlaugen wurde mit Pikrinséure in geringer Menge 
ein vollkommen ihnliches Pikrat erhalten, das ebenfalls feine, 
biischelf6rmig angeordnete Nadelchen darstellte, bei 278° schmolz 
und sich bei 280° zersetzte. Es war somit ebenfalls Adenin- 
pikrat, und demnach war bei der Ausfallung des Guanins mit 
Ammoniak auch die Hauptmenge des Adenins mitgefallt worden. 

Hypoxanthinfraktion. Das Filtrat von der Pikrinséurefallung 
wurde mit Schwefelsiure versetzt und durch mehrfaches Aus- 
schiitteln mit Benzol von Pikrinsaéure befreit. Dann wurde etwas 
eingeengt, mit Ammoniak neutralisiert und ammoniakalische 


‘) Bruhns, Diese Zeitschrift, Bd. 14, 8. 536. 
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Silbernitratl6sung zugesetzt. Die Fallung wurde mit kaltem 
Wasser gewaschen und nach Zusatz von etwas Salpetersiiure 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat vom Schwefelsilber 
wurde eingeengt, wobei sich sternformig angeordnete schlanke 
Prismen und kugelige tonnenférmige Gebilde ausschieden. Nun 
wurde nochmals iiber die Silberverbindung gereinigt. Nach dem 
Zersetzen derselben mit Schwefelwasserstoff wurde das Filtrat 
eingedunstet, mit 10°/oiger Salpetersiiure aufgenommen, und 
nach einigem Stehen iiber Natronkalk schieden sich sch6n aus- 
gebildete wetzsteinformige Krystalle ab, meist einzeln, manch- 
mal auch zu sternformigen Gruppen vereinigt. Diese Krystall- 
form gilt als charakteristisch fiir Hypoxanthinnitrat. Die eingangs 
erwihnten tonnenformigen Gebi'de soll das Hypoxanthinnitrat 
beim raschen Auskrystallisieren liefern. 


Histidinfraktion. 


Die Aufarbeitung dieser Fraktion geschah genau, wie 
schon bei der betreffenden Fraktion aus dem Alkoholextrakt 
beschrieben. Es krystallisierte jedoch nichts aus. Der Sirup 
wurde daher mit etwas alkoholischer Pikrolonsiurelésung ver- 
setzt, die entstandene Fiillung abgesaugt und aus heiliem Wasser 
unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert. Die Krystalle waren 
gelb gefiirbt und schmolzen bei 222—223°. Dieser Schmelz- 
punkt stimmt zwar ziemlich gut auf Histidinpikrolonat, jedoch 
zeigte der oben erwahnte Sirup von Histidinreaktionen nur die 
Paulysche Diazobenzolsulfosiurereaktion. 

Argininfraktion. 

Auch diese Fillung wurde in bekannter Weise verarbeitet. 
Da kein Argininnitrat auskrystallisieren wollte, so wurde der 
Sirup mit nach Heintz dargestelltem Kupferhydroxyd gekocht 
und das Filtrat eingeengt. Aber auch so konnten keine Kry- 
stalle erhalten werden. Daher wurde der griinblaue Sirup mit 
Wasser aufgenommen und durch Einleiten von Schwefelwasser- 
stoff entkupfert. Das Filtrat wurde neuerdings eingeengt und 
mit Natriumpikrat ausgefiillt. Der Niederschlag wurde durch 
Erwirmen wieder in Lésung gebracht, die beim Erkalten auf- 
tretende Krystallisation abgesaugt und zweimal umkrystallisiert. 
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Es wurde auf diese Weise eine ganz geringe Menge schoner 
hellgelber Plattchen erhalten, von rechteckiger Form, welche 
bei 206—207° schmolzen, neben feinen verfilzten Nadelchen, 
die bei 201° schmolzen, die Diazoreaktion zeigten und auch 
dem ganzen Aussehen nach identisch sind mit dem aus Alkohol- 
extrakt in grOBerer Menge erhaltenen Trimethylhistidinpikrat. 

Aus der Mutterlauge schieden sich beim Einengen tief- 
gelbe Krystalle ab, schmale Plattchen, oft in Knieform zusammen- 
gewachsen und geziihnt, vom Zersetzungspunkt: 312—314°. 
Kin Praparat von Guanidinpikrat unserer Sammlung schmolz 
gleichzeitig und ebenso eine Mischprobe. Auch beim Zerreiben 
auf der Tonplatte zeigten beide Priaparate denselben matten 
Glanz und machten beim Zerdriicken den Eindruck eines weichen 
Korpers wie Stearin. Wenn auch keine Analyse ausgefihrt 
werden konnte, so sprechen doch Darstellung aus der Arginin- 
fraktion, Zersetzungspunkt, Krystallform und ganzes Verhalten 
dafiir, dafsi Guanidinpikrat vorliegt. 

Lysinfraktion. 

Aus dem Filtrat der Silberfallungen wurde das geldste 
Silber mit Salzsiiure, das tiberschiissige Baryum mit Schwefel- 
siiure entfernt und die Basen mit Phosphorwolframsaure aus- 
gefaillt. Der Niederschlag wurde mit Baryt zerlegt und die 
Basenlésung mit alkoholischer Pikrinséure versetzt. Die Ab- 
scheidung wurde mit Alkohol gewaschen und aus heiBem Wasser 
umkrystallisiert. Die Menge dieser Fraktion betrug etwas tiber 
1 g. Das Pikrat schmolz bei 210°. Beim Einengen des Fil- 
trates wurde eine zweite Fraktion erhalten, welche gegen 250° 
sich zersetzt. 

Fraktion I wurde mit Salzséure zerlegt und die Pikrin- 
sdure ausgeithert. Die Chloride bildeten nadelige Prismen, nicht 
zerflieBlich und unldslich in absolutem Alkohol. Die wasserige 
LLésung wurde mit Goldchlorid versetzt und die Fallung durch 
Erwirmen wieder gelést. Das Goldsalz krystallisierte in orange- 
gelben Gebilden, die ein Olig erstarrtes Aussehen besafien: Es 
schmolz bei 224°. Eine Goldbestimmung nach Trocknen im 
Vakuumexsikkator und bei 55° ergab folgendes Resultat: 

0,1179 g lieferten 0,0596 g Au = 50,55°/o Au. 
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Wahrend der Goldgehalt auf Pentamethylendiamin stimmen 
wiirde, liegt der Schmelzpunkt dafiir etwa 40° zu hoch. Es 
wurde daher aus verdiinnter Salzsiure mehrmals umkrystalli- 
siert, bis sich einheitliche Nadelchen ausschieden, die sich unter 
dem Mikroskop aus einzelnen Krystallen zusammengefiigt er- 
wiesen und dadurch gezackt erschienen. Nach dem Trocknen 
bei 100° wurde der Goldgehalt bestimmt: 

0,1592 g gaben 0,0816 g Au = 51,29° 0 Au. 

Es schmolz bei 230° und war ziemlich schwer ldslich 
in kaltem Wasser. Das Chlorid zeigte beim trocknen Erhitzen 
die Pyrrolreaktion: Kin mit konzentrierter Salzsiure befeuchteter 
Fichtenholzspan rotet sich beim Hineinbringen in die Daimpfe, 
welche beim trocknen Erhitzen des salzsauren Salzes entstehen. 
Dieses Verhalten, sowie der Goldgehalt stimmen auf Tetrame- 
thylendiamin oder Putrescin, dessen Goldsalz: C,H,,N, - 2HAuCl, 
= 51,34°/o Au verlangt. Sein Chlorhydrat liefert bekanntlich 
bei der trocknen Destillation Pyrrolidin, worauf die Roétung 
des Fichtenholzspanes zuriickzufiihren ist. Mit Nesslerschem 
Reagens gibt meine Base ebenso wie Putrescin eine gelbliche 
Fallung, und es tritt spermaéhnlicher Geruch auf. Das Platin- 
salz krystallisierte in Drusen gelblicher Blittchen und enthielt 
39,21 °/o Pt. 


0,1275 g gaben 0,0500 g Pt = 39,21°%o Pt. 
Berechnet fiir: C,H,,N,PtCl,: 39,14°'o Pt. 
Fraktion II, welche sich gegen 250° zersetzte, wurde 
ebenfalls in das Chlorid verwandelt und mit Tierkohle ent- 
firbt. Mit Goldchlorid wurde ein in Niadelchen  krystalli- 
slerendes Goldsalz erhalten von gleichem Aussehen, wie das 
aus dem ersten Pikrat. Das exsikkatortrockene Praparat ergab 
bei der Analyse folgendes Resultat: 


0,1338 g gaben 0,0658 g Au = 49,18°/o Au 
0,3806 >» » 00,1864 » Au = 48,95°/o Au. 
Berechnet fiir: C,H,,N, - 2 HAuCl, +- 2 H,O: 49,04°lo Au. 


Die Werte stimmen also auf wasserhaltiges Putrescin- 
chloraurat. Das Chlorid krystallisiert in feinen Nadeln, ist nicht 
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zerflieflich, unléslich in absolutem Alkohol. Mit Nesslerschem 
Reagens entsteht ein schwachgelb gefiirbter Niederschlag und 
dabei tritt Geruch nach Sperma auf. Die Pyrrolreaktion ist 
positiv. Aus den zuriickgewonnenen Chloriden wurde von neuem 
das Goldsalz gemacht, aber diesmal fiir die Analyse bei 105° 
getrocknet: 

0,2194 g gaben 0,1128 g Au = 51,41°/o Au. 

Dieser Wert stimmt auf das wasserfreie Goldsalz des 
Putrescins. Auch das in Drusen kleiner gelber Bliattchen kry- 
stallisierende Platinsalz gab bei der Analyse einen auf Pu- 
trescin stimmenden Wert: 

0,1935 g gaben 0,0758 g Pt = 39,17°)0 Pt. 
Berechnet: 39,14°%o Pt. 

Ks liegt demnach Putrescin oder Tetramethylendiamin 
vor, und zwar scheint die Fraktion II schon reines Putrescin- 
pikrat gewesen zu sein, wie auch aus dem Zersetzungspunkt 
hervorgeht. 


Das Filtrat des Phosphorwolframsdure- 
Niederschlages. 


Hierin befindet sich eine nicht unbetrichtliche Menge 
léslicher N-K6rper. Bei der quantitativen Bestimmung der 
N-Verteilung war etwa '/5 des im Wasserextrakt vorhandenen N 
in das Filtrat des Phosphorwolframséureniederschlages ge- 
gangen. In der Annahme, daB dieser N wohl gr6Btenteils auf 
Rechnung der Aminoséuren zu setzen ist, die ja allgemein im 
Eiweifstoffwechsel der Pflanzen auftreten, versuchte ich mit 
Hilfe der Estermethode von E. Fischer die Aminosauren 
darzustellen. 

Zu diesem Zwecke wurde das Phosphorwolframsaure- 
filtrat mit heifer gesattigter Barytldsung versetzt, solange noch 
ein Niederschlag entstand, und so die Schwefelséure und 
iiberschiissige Phosphorwolframséure entfernt. Die Reaktion 
des Filtrates war durch die aus dem Bleiessig stammende 
Essigsiure noch sauer, und eine gewisse Menge Baryum war 
als Acetat in Lésung, was aber fiir die folgende Behandlung 
nicht weiter von Belang war. Die Lésung wurde in grofen 
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Porzellanschalen auf dem Wasserbade, endlich im Vakuum 
bei 40—45° und 17 mm Druck zum dicken Sirup eingeengt, 
der schwache Millonsche Reaktion zeigte und Fehlingsche 
Lisung kriftig reduzierte. Der Sirup wurde mit dem doppelten 
Volumen absoluten Alkohols tibergossen und mit trocknem Salz- 
siiuregas gesiittigt. Die Fliissigkeit erwarmte sich dabei stark 
und wurde nach dem Erkalten durch Asbest filtriert, um die 
anorganischen Chloride, besonders Baryumchlorid zu entfernen. 
Nach den Angaben Abderhaldens?!) wurde die dunkle Fliis- 
sigkeit wieder im Vakuum eingeengt und noch 2mal verestert. 
Bevor nun die Ester nach E. Fischer gewonnen wurden, 
iitherte ich die saure Lésung einigemal aus, um sie von den 
Estern der N-freien organischen Saéuren zu befreien. Nun 
wurden die Aminoséureester mit Natronlauge unter Zusatz 
von festem Kaliumcarbonat in bekannter Weise in Freiheit 
sesetzt, mit Ather ausgeschiittelt, und die Temperatur des 
Gemisches moéglichst niedrig (ca. —8°) gehalten. 

Die atherische LOsung wurde tiber Nacht mit ausgegliihtem 
Natriumsulfat getrocknet und der Ather auf dem Wasserbade 
bei méglichst niedriger Temperatur abdestilliert. Die letzten 
Reste wurden dann im Vakuum bei gewohnlicher Temperatur 
entfernt. Es blieb wider Erwarten nur sehr wenig Riickstand, 
der beim Fraktionieren folgende Anteile lieferte: 





Fraktion Temperatur Druck Gewicht 
1 bis 80° 8 mm lg 
2 » 120° » 0,2 g 
3 / 200° > lg 


Schon beim Ubergehen des zweiten Destillates bildeten 
sich weife Nebel, und das dritte war schon gelb gefirbt. 

Fraktion 1 und 2 wurden vereinigt und mit Wasser am 
RiickfluBkiihler zur Verseifung solange gekocht, bis die alka- 
lische Reaktion verschwunden war. Die Lésung wurde zur 
Trockne eingedunstet und der weife Riickstand mit absolutem 
Alkohol ausgekocht. Beim Eindunsten der alkoholischen L6- 


') Abderhalden, Biochem. Arbeitsmethoden, Bd. 2. 
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sung blieb eine geringe Menge sirupdsen Riickstandes, der ein 
alkohollésliches, amorphes Cu-Salz lieferte, das beim trocknen 
Erhitzen ganz deutlich eine schéne Pyrrolreaktion gab. (Réten 
eines mit konzentrierter Salzséure befeuchteten Fichtenspanes. ) 
Zur Analyse reichte die Menge des Cu-Salzes nicht aus, aber 
aus obigem Verhalten geht doch mit einiger Wahrscheinlichkeit 
hervor, dafi Pyrrolidincarbonsaure vorlag. 

Der alkoholunlésliche Teil, bei weitem die Hauptmenge, 
wurde durch Kochen mit nach Heintz dargestelltem Kupfer- 
hydroxyd in die Kupfersalze verwandelt. Schon beim Filtrieren 
der heifen Lésung schieden sich blabblaue, sehr schwer ldés- 
liche Blattchen ab, welche das charakteristische Aussehen des 
Leucinkupfers besaben. Nach weiterem Eindunsten schieden 
sich neben dem blaSblauen Leucin dunkelblaue Krystalle ab, 
wahrscheinlich Alaninkupfer. Ihre geringe Menge liefi keine 
Cu-Bestimmung zu. Die eingedunstete Mutterlauge hinterlief einen 
tiefblauen krystallinischen Riickstand, der 27,97°!o Cu enthielt. 

(),2261 @ lieferten 0,0791 g CuO. Es stellt also wohl ein 
Giemenge von viel Alanin- mit etwas Glykokollkupfer dar. 

Fraktion 3 wurde in Wasser gelést und mit Ather aus- 
geschittelt. Die atherische Losung wurde wieder durch Schiitteln 
mit Wasser gewaschen, der Ather abgedunstet und der braun- 
liche Sirup mit konzentrierter Salzsdure auf dem Wasserbad 
zur Verseifung nochmals abgeraucht. Der geringe Riickstand 
erstarrte hierbei zu einem Krystallbrei und wurde durch 
Stehen iiber Natronkalk im Vakuum mdglichst von Salzsdure 
befreit. Dann wurde er mit wenig Wasser aufgenommen, mit 
einigen Tropfen konzentriertem Ammoniak schwach alkalisch 
gemacht und Alkohol zugesetzt. Die kleine Menge ausgeschie- 
dener Substanz wurde abfiltriert. Sie gab die von E. Fischer 
angegebene Reaktion auf Phenylalanin: Beim Erhitzen mit 
20° oiger Schwefelsiiure und einem Koérnchen Kaliumbichromat 
war deutlich der Geruch nach Phenylacetaldehyd wahrnehmbar. 

Der iitherunlésliche Teil wurde mit Barytwasser verseift 
und auf Asparagin- und Glutaminsiure untersucht. Aus den 
ausgeschiedenen Baryumsalzen konnte durch Zersetzen mit 
Schwefelsiiure, quantitatives Ausfillen der  iiberschiissigen 
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Schwefelséure mit Baryt und Einengen eine kleine Menge 
gelblichgefarbter Krystalle erhalten werden, welche aschefrei 
waren und sich bei 238° zersetzten. 


Untersuchung des Wasserextraktes aus 2500 ¢ trockenem 
Boletus edulis. 


Die Verarbeitung dieses Extraktes geschah in etwas 
anderer Weise als beim ersten aus 1800 g. 


Alkoholfallung. 


Zunichst wurde der Extrakt mit etwas mehr als dem 
halben Volumen Alkohol versetzt. Dabei entstand ein flockiger, 
schleimiger Niederschlag, der durch ein Koliertuch abfiltriert 
wurde. Er wurde dann unter 95°/oigen Alkohol gebracht, 
der durch absoluten und endlich durch Ather ersetzt wurde. 
Auf diese Weise wurden braunliche Kriimel erhalten, die luft- 
trocken 132 g wogen. In einer Probe des Filtrates entstand 
auf weiteren Alkoholzusatz eine geringe Fallung, die aber ein 
anderes Aussehen besaf als die erste. Sie haftete als schmierige 
braune Masse an den GefaéBwinden, und die Ausfallung wurde 
daher nicht mehr weiter getrieben. Hofmann’) hatte auf ganz 
iihnliche Weise einen Korper erhalten, der lufttrocken 4,01 °/o N 
und 2,43°/o P enthielt. Durch Dialyse gelang es ihm, den Phos- 
phorgehalt bis auf 0,52°/o herunterzubringen, wéhrend der Stick- 
stoffgehalt noch 3,66°/o betrug. Erst wenn er das Praparat 
10 Stunden lang mit 10°/oiger Schwefelséure kochte, trat 
{eduktion ein, und mit Phosphorwolframsaure entstand eine 
Fallung, die nach ihrer Zerlegung Biuretreaktion zeigte. Schon 
Boudier?) hat auf demselben Wege aus verschiedenen Pilzen 
einen dhnlichen Korper dargestellt, den er Viscosin nannte. 
Zellner’) priifte die Angaben Boudiers nach und fand, dah 
der Kérper durchaus nicht einheitlich ist, sondern anorganische 
und N-Substanzen einschlieBt. Der von mir erhaltene Korper 
bildete bréunlich-graue Kriimel, welche sich im Morser unschwer 


') Dissertation, S. 79. 
*) Die Pilze, 1867. 
*) Monatsh. f. Chem., 1906, S. 113. 
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zu einem Pulver zerreiben lieBen, das trocken 4,25°/o N ent- 
hielt. In Wasser quoll die Substanz zu einer dickfliissigen, 
schleimigen, kolloidalen Lésung auf, die deutliche Opalescenz 
besafi. Ein sehr kleiner Teil bleibt ungelést. Die Angabe 
Hofmanns, der Kroéper lose sich nicht mehr in Wasser und 
werde wohl durch den Alkohol und das Trocknen denaturiert, 
kann ich demnach nicht ganz bestitigen. Ich hatte Gelegen- 
heit, das Hofmannsche Préparat zu priifen; es léste sich, 
wenn auch unvollstandig, in Wasser und zeigte intensive Gly- 
kogenreaktion. Die filtrierte Lésung reduziert Fehlingsche 
Lésung nicht, und mit Alkohol lassen sich die schon erwihnten 
schleimigen Flocken ausfillen. Mit verdiinnten Laugen, wie 
mit verdiinnten Séiuren geht die Substanz in kolloidale Lésung 
und aft sich durch Alkohol wieder ausfillen. Die wisserige 
Losung ist auch fillbar durch Bleiessig, nicht aber durch Blei- 
acetat oder Kupferacetat, wie Zellner fiir den entsprechenden 
Kérper aus Amanita muscaria angibt. Die Phloroglucinreaktion 
auf Pentosen fallt negativ aus. Die Substanz zeigt inten- 
sive Rotfairbung mit Jodjodkaliumlésung, und diese Fiarbung 
verschwindet beim Erwarmen, um beim Erkalten wieder auf- 
zutreten. Dieses Verhalten ist dem Glykogen eigentiimlich, das 
ja in den Pilzen nachgewiesen ist und in die Alkoholfallung 
hineingehen mu. Es stellt demnach das Praparat ein Gemenge 
von Glykogen mit stickstoffhaltigen Substanzen dar. Daf diese 
stickstoffhaltigen Substanzen kein Eiweifi sind, geht daraus 
hervor, daf der Extrakt von Boletus an und fiir sich keine 
EiweiBreaktionen zeigt und das «Viscosin» selbst keine der 
vebriuchlichen Eiweifreaktionen direkt liefert. Hingegen kann 
ich die Angabe Hofmanns, dai der K6rper nach langerer 
Hydrolyse mit verdiinnter Schwefelsdure, Ausfallen mit Phos- 
phorwolframsiiure und Zerlegen der Fallung mit Baryt eine 
Fliissigkeit liefert, die Biuretreaktion zeigt, bestitigen. Ich kochte 
5 g der Substanz mit 75 ccm 5°/oiger Schwefelsdéure. Nach 
einer halben Stunde entnahm ich eine Probe, verdiinnte etwas 
mit Wasser, filtrierte von noch ungelésten Flocken ab und 
stellte einige Reaktionen an. Die Fehlingsche Reduktions- 
probe fiel positiv aus, ebenso die Jodreaktion auf Glykogen; 
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also war die Hydrolyse noch nicht vollstaéndig. Biuret- und 
Millonsche Reaktion fiel negativ aus. Nach 3 Stunden wurde 
eine neue Probe entnommen. Die Glykogenreaktion war nicht 
mehr zu erkennen und dementsprechend das Reduktionsvermégen 
starker. Die Fliissigkeit erstarrte beim Erkalten zu einer gelée- 
artigen Masse. Nach weilerem 3stiindigen Kochen wurde die 
Fliissigkeit von einer geringen Menge Huminsubstanzen abfil- 
triert. Der mit Phosphorwolframsaure entstehende Niederschlag 
wurde in der gewohnlichen Weise mit Baryt zerlegt. Die 
mittels Kohlenséiure vom tiberschiissigen Baryt befreite Lésung 
gibt schwache, violette Biuretreaktion, aber weder Millonsche 
noch Glyoxalsiurereaktion. Abweichend von den Angaben 
Hofmanns ist nur das sehr bald eintretende Reduktions- 
vermOgen, wie das ja auch bei der Anwesenheit von Glykogen 
der Fall sein mub. 

Verdauungsversuch. 1g des Viskosinpriiparates wurde 
mit 85 ccm 0,3° /oiger Salzsiure und 0,03 g Pepsin in einem K6lbchen 
zusammengebracht und nach Uberschichten mit Toluol wihrend 
20 Stunden bei einer Temperatur von 38° C. gehalten. In einer 
Probe fielen sowohl die Millonsche als die Biuretreaktion 
negativ aus. Als dies auch noch nach 4 Tagen der Fall war, 
setzte ich zu einer Probe etwas Eiweifi zu, worauf ich positiven 
Ausfall erhielt, soda ich sicher sein konnte, daf} die briéun- 
liche Farbung der Fliissigkeit einen etwaigen positiven Ausfall 
nicht verdeckt hatte. Als ich nun die Verdauungsfliissigkeit mit 
Schwefelséure 5°/oig machte und mit Phosphorwolframsaure 
ausfallte, konnte ich wieder nach Zerlegen des Niederschlages 
die Biuretreaktion beobachten. Das angewandte, stark wirk- 
same Pepsinferment war vollkommen abiuret. Es wird dem- 
nach durch Pepsinverdauung in bezug auf diese Reaktion der- 
selbe Effekt erzielt, wie durch Kochen mit verdiinnten Séuren. 

Saéurehydrolyse. Um einigen Aufschluf tiber den be- 
trachtlichen N-Gehalt des Priparates zu erlangen, suchte ich fest- 
zustellen, welche Spaltprodukte bei der totalen Hydrolyse mit 
Séure entstehen. 

40 g «Viscosin» wurden mit der 9fachen Menge 33°/oiger 
Schwefelséure in einem Rundkolben auf dem Wasserbade er- 
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hitzt. Als nach einigen Stunden beinahe voéllige Loésung ein- 
getreten war, wurde die Flissigkeit 14 Stunden lang unter 
RiickfluBkiihlung zum Sieden erhitzt. Die dunkelbraune Hydro- 
lysenfliissigkeit wurde mit Wasser verdiinnt und von ausge- 
schiedenen Gipskrystallen und Huminsubstanzen abfiltriert. Um 
das bei der Hydrolyse gebildete Ammoniak zu entfernen, wurde 
die Fliissigkeit mittels Baryt quantitativ von Schwefelsaure be- 
freit und mit etwas Baryumcarbonat gekocht. Filtrat und 
Waschwisser wurden eingeengt, mit Schwefelsiure 5°/oig ge- 
macht und mit Phosphorwolframséure versetzt, bis keine weitere 
Fallung mehr auftrat. Nach 24 Stunden wurde der Niederschlag 
abgenutscht, mit Baryt zerlegt und in bekannter Weise auf die 
verschiedenen Basen verarbeitet. 

Alloxurbasenfiallung. Die Chloride dieser Basen gingen 
beim Aufnehmen mit Wasser nicht vollig in Lésung. Der un- 
geloste Anteil, die sogenannte Xanthinfraktion, wurde in sehr 
verdiinnter Natronlauge leicht gelést, in eine Mischung von 
konzentrierter Salpetersiure und Wasser (2 : 3) gegossen, und 
beim Einengen wurden kugelige Aggregate von Krystallblattchen 
erhalten, die sich beim Stehen rot farbten und die Xanthinprobe, 
sowie die Chlorkalk-Natronlaugereaktion zeigten. Die gelésten 
salzsauren Purinbasen wurden mit Ammoniak alkalisch gemacht. 
Es entstand eine Fiillung, die nach einigem Stehen abfiltriert 
und mit Wasser gewaschen wurde. Eine Spur davon gab in 
salzsaurer LOsung mit Metaphosphorsiéure eine Fillung, charak- 
teristisch fiir Guanin. Die Diazobenzolsulfosiurereaktion war 
positiv. Der Rest wurde in sehr verdiinnter Salzséure heif ge- 
lost und mit etwas Natriumpikrat versetzt. Beim Abkiihlen 
schieden sich orangefarbene, kugelige, mikroskopische Krystall- 
aggregate aus, welche die Xanthinreaktion gaben, hingegen fiel 
die Weidelsche Probe negativ aus; es lag vielleicht Guanin- 
pikrat vor. Beim Verarbeiten der Hypoxanthinfraktion gelang 
es nicht, weitere krystallisierte KOrper zu erhalten. 

In die «Histidinfiillung» war eine Substanz eingegangen, 
welche intensive Diazobenzolsulfoséurereaktion zeigte. Die «Ar- 
gininfraktion» war sehr gering und wurde nicht weiter verarbeitet. 
In der «Lysinfraktion» wurde nur Kaliumsalz gefunden. Da 
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bei der Hydrolyse des Viscosins hauptsichlich Xanthin und 
vielleicht Guanin entsteht, konnte man an einen pentosidartigen 
Korper denken. Daher wurde das Filtrat vom Phosphorwolfram- 
siiureniederschlag mit Barvt von der Schwefelsiiure und Phos- 
phorwolframsaure befreit und mittels der Phloroglucinreaktion 
auf Pentosen geprift, jedoch mit negativem Erfolg. 

Dali die Purinbasen nicht mechanisch mitgerissen, bezw. 
sich nicht frei in dem Viseosin vorfinden, beweist folgender 
Versuch: 1 g Viscosin wurde mit verdiinnter Salpetersiiure 
l’ingere Zeit in der Kilte geschiittelt und filtriert. Auf Zusatz 
von Silbernitrat entstand eine geringe Fallung, die aber beim 
Alkalisieren mit Ammoniak sofort verschwand. Vorhandene 
Purinbasen wiiren aber durch die Salpetersiure gelést worden 
und ihre Silberverbindungen sind in tiberschiissigem Ammoniak 
unloslich. 

Kupferhydroxydfallung. 


Die Filtrate der Alkoholfallung wurden durch Abdestillieren 
vom Alkohol befreit und mit frisch gefalltem Kupferhydroxyd 
verriihrt. Der Niederschlag wurde gewaschen und mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Das zum braunen Sirup eingeengte Filtrat 
reagierte sauer, und es ist méglich, daf beim Eindunsten hydro- 
lytische Spaltungen eingetreten sind. Die Biuret- und Millonsche 
Reaktion waren negativ, und durch Siittigung mit Ammonsulfat 
wurde keine Ausflockung beobachtet. Alkohol erzeugt einen 
Niederschlag, desgleichen Phosphorwolframsiiure. Bei weiterem 
Einengen erstarrt die Fliissigkeit zu einer Gallerte. Sie enthalt 
eine betriichtliche Menge Stickstoff und zeigt die Diazoreaktion, 
sowie die Xanthinprobe. Auch mit Natriumbisulfit und Kupfer- 
sulfat entsteht eine Fiallung, welche die Reaktionen der Purin- 
kOrper zeigt, ebenso mit ammoniakalischer Silberl6sung. Durch 
Kingiefien des Sirups inAlkohol wurde ein hygroskopisches braunes 
Pulver erhalten, welches 10g wog und 5,5°/o Stickstoff enthielt. 


Bleiessigniederschlag. 


Das griinlich gefirbte Filtrat der Kupferfiillung wurde mit 
Bleiessig ausgefallt, der Niederschlag mit Schwefelsiure ver- 
rieben und das Filtrat mit Baryt von der iiberschiissigen Schwefel- 
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sdure befreit. Durch EingieBen der zum Sirup eingeengten Lésung 
in Alkohol wurde eine flockige Fiillung erhalten, die nach dem 
Waschen mit Alkohol und Ather ein hygroskopisches Pulver 
bildete, das 14g wog und 6,6°/o Stickstoff enthielt. Es zeigt 
die Diazoreaktion, sowie die gewOhnlichen Reaktionen der Kérper 
der Xanthingruppe. 


Untersuchungen an 5000 g frischem Boletus edulis. 


Die im September 1909 gesammelten Pilze wurden sorg- 
faltig gereinigt. Gleichzeitig wurden die Hyphen abgetrennt und 
der Rest in einer Fleischmiihle zerkleinert. Auf diese Weise 
wurden 5000 g Pilzbrei erhalten, der sofort mit 101 95°/oigem 
Alkohol tibergossen wurde. Das Material lief sich auf diese 
Weise sehr gut konservieren und behielt sein frisches Aussehen. 
Nach 15 Monaten wurde die F'liissigkeit vom Riickstand ge- 
trennt und letzterer mit 85°/oigem Alkohol ausgekocht. Nach 
dem Abdestillieren des Alkohols wurde die wiisserige F'liissig- 
keit mit Bleiessig gereinigt und mit Phosphorwolframsiiure aus- 
gefallt. Der Niederschlag wurde in der gewohnlichen Weise ver- 
arbeitet. Die Argininfraktion enthielt wieder das Trimethyl- 
histidin, weleches durch seine Reaktionen und das Pikrat iden- 
tifiziert wurde. 

Lysinfraktion. Die Basenlésung wurde mit Pikrinsiure 
neutralisiert. Dabei entstand eine Fillung, welche einmal aus 
Wasser umkrystallisiert ein hellgelbes krystallinisches Pulver 
bildete, das sich gegen 245° zersetzte. Es wog 0,85 g. Es wurde 
in das Chlorid verwandelt, welches derbe Prismen bildet, die nicht 
zerflieBlich, ziemlich leicht léslich in Wasser sind und Pyrrol- 
reaktion zeigen. Das Goldsalz schied sich in makroskopischen, 
dunkelgelben Nadeln aus, die sich gegen 236° zersetzen. 
Exsikkatortrocken: 0,2525 g gaben 0,1240g Au = 49,11°/o Au. 

Fiir wasserhaltiges Putrescinchloraurat berechnet sich: 
+9,04°/o Au, 

Beim Trocknen bei 110° fiarbte es sich tief orange: 
0,1791 g (110° trocken) gaben 0,0921 g Au = 51,42°/o Au. 

Fiir wasserfreies Putrescinchloraurat berechnet sich: 


91,34°/o Au. 
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Das in gelben Blattchen krystallisierende Platinsalz ent- 
hielt 39,07°/o Pt. 0,1116 g gaben 0,0436 g Pt. Putrescinplatin- 
chlorid verlangt 39,14°/o Pt. 

Es ist also auch Putrescin in dem frischen Steinpilz vor- 
handen. Aus dem Filtrat dieses ersten Pikrates schieden sich 
beim Einengen 0,6 g schone, orangegelbe zentimeterlange Spiebe 
ab, die sich gegen 235° zersetzen. Sie wurden in das Chlorid 
iibergefiihrt, welches sich im Exsikkator in eine strahlig kry- 
stallinische Masse verwandelt, welche an der Luft rasch zer- 
fliefSt. Mit Goldchlorid entsteht ein hellgelber, kiisiger Nieder- 
schlag, welcher aus verdiinnter Salzséure in makroskopischen 
Nadeln krystallisiert, die bei 264° schmelzen, gleichzeitig mit einem 
Vergleichspraparat von Cholingoldchlorid unserer Sammlung. 

Q,2521 g gaben 0,1123 g Au = 44,54°/o Au. 
Berechnet fiir Cholingoldchlorid 44,50°/o Au. 
Autolysenversuche. 


Um einigen Aufschlu8B tber die Wirksamkeit der proteo- 
lytischen Fermente der Pilze zu erhalten, wurden Autolysen- 
versuche in der Weise angestellt, daBi frischer Steinpilz ge- 
putzt, dann in der Fleischmiihle zu einem Brei vermahlen und 
mit Wasser verriihrt wurde. Nach Zusatz von etwas Natrium- 
fluorid, Chloroform und Toluol wurde die Masse bei 37° wahrend 
6 Wochen der Selbstverdauung itiberlassen. Nach dieser Zeit 
wurde eine Nihrgelatine unter den vorgeschriebenen Kautelen 
mit dem Autolysengemisch geimpft, allein es entwickelten sich in 
keinem Falle Kulturen, sodaB die Autolysen also steril verlaufen 
waren. Die Autolysenfliissigkeiten wurden durch Kolieren von 
den Riickstaénden getrennt, letztere mit Wasser ausgewaschen, 
nach Auskochen mit Alkohol unter Ather gebracht und an der 
Luft getrocknet. In den Extrakten wurde der durch Kupfer- 
hydroxyd fallbare N, im Filtrat der durch Phosphorwolfram- 
siure fillbare und endlich der Gesamt-N bestimmt. In einem 
aliquoten Teil der abgemessenen Flissigkeit wurde die orga- 
nische Trockensubstanz bestimmt und der Stickstoff in Pro- 
zenten davon berechnet. Auch im ungelésten Riickstand wurden 
Stickstoffbestimmungen ausgefiihrt. In der nun folgenden Zu- 
sammenstellung fiihre ich die Mittelwerte von je 2 Analysen an. 
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ll it | Iv’ 
Frischer Bolet ing ......... . 580 1000 1500 1200 
Trockensubstanz ing ....... . 61.5 106 159 123.6 
Geléste Substanz ing. ........ ~~ «dd 82,9 136.8 8&8 
Ungeléste Substanz ing... ..... 42 12,7) 150) 255 
Wiedergefundene Substanz ing . . . . 59,2 95,6 151,8 1134.5 
Total-N in °/o der gelésten Trockensubstanz 3,90; 6,21 6,64 = 7,24 
a en a ae ie eae 0,91 O60 0,67 141 
Phosphorwolframsiiure-N. . 2 0 1 we. 135, 2,15, 1,62 1.74 
es 4 se ee See 3,64 346 4,55 4,09 
N im Rickstand in®» . ....... ©3846 3387) 417 4,49 


Die Basen aus den Autolysenversuchen. 


Im Secale cornutum sind, wie schon eingangs erwiihnt, 
mehrere Basen aufgefunden worden, welche, wahrscheinlich 
iihnlich wie bei der Fiiulnis, aus den betreffenden Aminoséuren 
unter CQ,-Abspaltung entstehen. Da sich im Mutterkorn beim 
Trocknen sicher auch autolytische Prozesse abspielen, so schien 
es von Interesse, die Basen in den Autolysenextrakten naher 
zu untersuchen. Auch ist es nicht unwahrscheinlich, dai Ver- 
giftungserscheinungen nach dem Genufi von Pilzen sehr oft 
auf solche sekundar entstandene, physiologisch wirksame Basen 
zurickzufiihren sind. 

Die iiber 301 betragenden Autolysenextrakte von etwa 
6 kg frischem Steinpilz wurden auf 51 eingeengt, mit Bleiessig 
gereinigt und nach Zusatz von Schwefelsaure bis zu 5°/o mit 
Phosphorwolframsaure ausgefallt. Der Niederschlag wurde mit 
iiberschiissigem Barytwasser verrieben, in eine Flasche gefiillt 
und Luft durchgesaugt. Die mitgehenden fliichtigen Basen wurden 
in 2 mit wisseriger Pikrinséure beschickten Waschflaschen ab- 
sorbiert. (Mit Salzsiiure gelingt es nicht, diese Basen aufzufangen. 
Es treten weibe Nebel auf, welche auch durch 3 Waschflaschen 
mit verdiinnter Salzséure hindurchgehen.) Nach 2 Tagen 


') Autolyse IV war mit ausgelesenen., ganz jungen Exemplaren 


angestellt. 
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gingen nur mehr sehr wenig basische Korper in die Pikrin- 
siiure uber, und der geringe Rest fliichtiger Basen wurde durch 
Riihren an der Turbine vertrieben. 


Flichtige Basen. 


Beim Einengen der vorgelegten Pikrinsiure, die grobten- 
teils durch die ibergegangenen Basen neutralisiert worden war, 
schieden sich lange, dicke SpieBe von gelber Farbe aus, welche 
gegen 285° unter Zersetzung schmolzen und das Aussehen und 
Verhalten von Ammonpikrat zeigten. Mit Lauge erhitzt, ent- 
wickelten sie intensiven Ammoniakgeruch. Nach Zersetzen mit 
Salzsiiure und Ather erhilt man mit Nesslerschem Reagens 
eine braunrote Fiillung. Diese Krystallisation bestand demnach 
aus Ammonpikrat. Aus den Mutterlaugen schied sich ein weiteres 
undeutlich krystallisiertes Pikrat ab. Es wurde mit Ather ge- 
schiittelt, um die tiberschiissige Pikrinséure zu entfernen, welche 
vielleicht die Krystallisation hindern konnte. Aber auch jetzt 
krystallisierte das Pikrat nicht viel besser. Daher wurde es 
mit Salzsiiure zersetzt und die Pikrinséure ausgeiithert. Die 
wisserige LOsung wurde eingedunstet und das Chlorid mehrmals 
mit absolutem Alkohol aufgenommen, um noch vorhandenes 
Ammonchlorid zu entfernen, bis eine Probe mit Nesslerschem 
Reagens keine braunrote, sondern nur mehr eine weibliche 
Fallung gab. 

Es entwickelte beim Erhitzen mit Lauge einen intensiven 
Geruch nach Isoamylamin. Die konzentrierte, wisserige LOsung 
schied mit Goldchiorid ein schillerndes, in breiten diinnen 
blattchen krystallisierendes Goldsalz aus. Es wurde abgesaugt, 
mit konzentrierter Salzséure, in der es wenig loslich ist, ge- 
waschen und im Vakuumexsikkator tiber Natronkalk und 
Schwefelséure getrocknet. 

0,1054 g gaben 0,0488 g Au = 46,25°/0 Au 
0,4547 » - 0,2098 » Au = 46,14°/o Au. 

Berechnet fiir Isoamylaminchloraurat: C.,H,,N - HAuCl,: 
46,17°/o Au. 

Aus Isoamylamin unserer Sammlung wurde zum Vergleich 
das Goldsalz dargestellt. Es besafi genau das gleiche Aussehen 
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und schmolz bei 145°, wahrend das Goldsalz aus der Autolyse 
bei 137° schmilzt. In der Literatur finden sich keine Angaben 
liber dieses sehr schén krystallisierende Goldsalz des Isoamyl- 
amins. Es besitzt ein ganz charakteristisches Aussehen und 
seine Loslichkeit scheint mir eher noch geringer zu sein als 
die des Chloroplatinats. Wenn man mit starker Salzsiure aus- 
wascht, hat man keine sehr grofen Verluste zu_befiirchten. 
Das bei der letzten, indirekten Au-Bestimmung wiedergewonnene 
Chlorid war zerflieBlich und wurde in das Platinsalz iibergefiihrt. 
0.1502 g gaben 0,0502 g Pt = 33,41°%/o Pt. 
serechnet fiir (CH,,N), + H,PtCl,: 33,37°/o Pt. 


Nichtfliichtige Basen. 


Die Verarbeitung des Phosphorwolframsaureniederschlags 
geschah in der gewOhnlichen Weise, und ich werde im fol- 
genden nur die an den einzelnen Fraktionen ausgefiihrten Unter- 
suchungen beschreiben. 

Alloxurbasenfallung. Der griinlich gefarbte Nieder- 
schlag wurde mit Ammoniak digeriert, um zu den Silberver- 
bindungen zu gelangen, welche alsdann ausgewaschen und 
mit Salzsiiure zersetzt wurden. Die Chloride wurden durch 
mehrfaches Abdampfen von der Salzsiure befreit und mit lau- 
warmem Wasser aufgenommen. Ungeldst blieb ein dunkler 
Riickstand, die Xanthinfraktion. 

Sie wurde in 3,3°/oiger Natronlauge gelést und in ein 
Gemenge von Wasser und konzentrierter Salpetersdure gegossen 
(2:3). Beim Stehen schieden sich braunrot gefarbte Krystall- 
drusen aus, die eine sehr schéne Xanthinreaktion zeigten. (Mit 
Salpetersiure eingedunstet, fiirbte sich der Riickstand auf Zusatz 
von Natronlauge schén rot.) Auch die Reaktion auf Xanthin 
mit Chlorkalk und Natronlauge war positiv. Beim Einwerfen 
eines Krystillchens in ein Gemisch von Chlorkalk und Natron- 
lauge fiirbte sich die Fliissigkeit um die Substanz griin, spater 
braun. Der Kérper, welcher die fiir Xanthinnitrat charakteristische 
Drusenform zeigte, wurde in verdiinnter Salpetersdure gelost 
und Silbernitrat hinzugefiigt. Beim Erkalten schieden sich 
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radial-strahlig angeordnete feine Niidelchen aus, vollkommen 
aihnlich der aus Xanthin unserer Sammlung erhaltenen Silber- 
nitratdoppelverbindung. 

Guaninfraktion. Die wasserléslichen Chloride wurden mit 
Ammoniak versetzt, der entstandene Niederschlag abfiltriert und 
zur Reinigung mit 1°/oiger Essigsiure ausgekocht, worin das Gua- 
nin kaum loslich ist. Der Riickstand wurde in warmer verdiinnter 
Schwefelsiiure geldst und eine Probe mit Metaphosphorsiiure ver- 
setzt. Es entstand eine stare Fallung, die auch nach Zusatz von 
iiberschiissiger Schwefelsdure nicht in LOsung ging. Eine solche 
unlosliche Metaphosphorsadureverbindung ist charakteristisch fiir 
Guanin. Auch die Diazobenzolsulfosiurereaktion und Xanthin- 
probe fielen positiv aus. Zur Reinigung wurde die schwefel- 
saure LOsung mit Ammoniak versetzt und die bei noch stark 
saurer Reaktion entstandene Fallung abfiltriert. Auf weiteren 
Zusatz von Ammoniak entstand ein heller gefirbter Nieder- 
schlag, der wieder in heifer verdiinnter Schwefelsiure gelést 
wurde. Beim Einengen und Abkiihlen krystallisierten die makro- 
skopischen Nadeln des Guanins. Sie waren noch braunlich 
gefairbt und wurden in das Pikrat iibergefiihrt, das in feinen 
orangefarbenen Nadelbiischeln anschof: es fiirbte sich beim 
Erhitzen gegen 130° auffallend heller und zersetzte sich all- 
miahlich, ohne zu schmelzen. Eine Analyse wurde wegen Mangels 
an Substanz nicht ausgeftihrt. Doch diirfte das angefihrte Ver- 
halten und die dargestellten charakteristischen Verbindungen 
genugen, um das Vorhandensein von Guanin darzutun. 

Eine betrachtliche Menge der Guaninfraktion hatte sich 
in der 1°/oigen Essigsaéure gelost. Nach dem Eindunsten wurde 
der Riickstand in sehr verdiinnter Salzsaéure gelést. Beim Ab- 
kiihlen krystallisierten makroskopische, feine Nadeln, die unter 
dem Mikroskop als schlanke Prismen erschienen. Die Xanthin- 
und Weidelsche Probe war negativ, ebenso die Diazo- 
benzolsulfosiurereaktion, und mit Metaphosphorsiure entstand 
in saurer Lésung keine Fallung. Also weder Guanin noch Xanthin 
vorhanden. Das Chlorid war selbst in heifem Wasser nicht 
loslich und bestand somit nicht aus Adeninchlorhydrat. Das 
Pikrat bildete hellgelbe Krusten, welche durchaus nicht mit 
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dem Pikrat von Guanin oder Adenin zu verwechseln waren. 
Es sinterte gegen 200° und zersetzte sich bei 235°. Das Chlorid 
wurde nun mit heifer verdiinnter Salpeterséure und Silber- 
nitratldsung versetzt. Aus dem F'ltrat vom Silberchlorid schieden 
sich beim Erkalten die mikroskopischen, feinen gebogenen 
Niidelchen aus, wie sie fiir Hypoxanthinsilbernitrat beschrieben 
sind. Des weiteren wurde das Silbernitratdoppelsalz in heifem 
Wasser aufgeschlimmt, mit Salzsiure zersetzt, das Filtrat mit 
Ammoniak versetzt und eingedunstet, wobei sich eine kreidige 
Masse ausschied, welche in verdiinnter Salpetersdéure gelist 
wurde. Beim Erkalten schieden sich die charakteristischen wetz- 
steinformigen Krystalle des Hypoxanthinnitrats aus. 

Adeninfraktion. Aus dem Filtrat von der Guaninfallung 
wurde das iiberschiissige Ammoniak durch Erwarmen auf dem 
Wasserbade vertrieben und die LOsung mit wasseriger Pikrin- 
siure versetzt. Aus der amorphen Fallung konnte durch Um- 
krystallisieren und Kochen mit Tierkohle kein Adeninpikrat 
erhalten werden, sondern nur geringe Mengen einer amorphen 
klebrigen Masse. Es scheint demnach kein Adenin vorhanden 
zu sein, denn sein schwer losliches, gut krystallisierendes Pikrat 
hiitte der Untersuchung kaum entgehen kOnnen. Es ist nicht 
ausgeschlossen, dal} das Adenin (6. Aminopurin) bei der Autolyse 
in Hypoxanthin (6. Oxypurin) umgewandelt wird. 

Hypoxanthinfraktion. Das Filtrat von der Pikrinsdure- 
fillung wurde mit Schwefelsiiure und Ather zerlegt, und die 
schwefelsaure LOsung mit Kupfersulfat und Natriumbisulfit ver- 
setzt, 3 Minuten gekocht, heif filtriert und die Fallung gut aus- 
gewaschen. Sie wurde in heifem Wasser aufgeschlimmt und 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat wurde zur Trockne 
gebracht und mit verdiinnter Salpetersdure (1:10) aufgenommen. 
Beim Abkiihlen krystallisierte ein Nitrat in den wetzsteinformigen 
Krystallen des Hypoxanthinnitrats. 

Histidinfraktion. Es gelang nur, eine geringe Menge 
eines Pikrates zu erhalten, das dem aus der folgenden Arginin- 
fraktion erhaltenen vollstandig glich und sich ebenfalls bei 
200—201° zersetzte. 

Argininfraktion. Das Nitrat bildete einen dunklen Sirup 
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mit sparlichen Krystallen. Es wurde daher in das Pikrat tiber- 

gefiihrt, welches nach Entfernen harziger Beimengungen mittels 

Tierkohle bei 201° schmolz. Die Analyse ergab Werte, welche 

auf das Monopikrat des Trimethylhistidins stimmen. 

0,2190 g gaben 0,3377 g CO, 42,05°/o C 
und 0,0819 » H,O = ; 4,18°/o0 H 

0,1377 g gaben 24,8 ccm N bei 15° und 724 mm 19,98°/o N. 

Die Autolyse hat demnach keine Einwirkung auf diese 
Base gehabt. 

Lysinfraktion. Zuerst schieden sich etwa 2 g Kalium- 
chlorid aus, das mit Alkohol gewaschen wurde. Das Filtrat 
lieferte beim Einengen eine neue Abscheidung, die aus Ka- 
liumchloridwiirfeln und aus Nadeln, welche sich als organisch 
erwiesen, bestand. Letztere gingen beim Behandeln mit 
95°%/oigem Alkohol in Losung. Der Alkohol wurde abgedampft 
und die salzsaure Losung des Ritickstandes mit Goldchlorid ver- 
setzt. Nach einigen Sekunden trat eine krystallinische Fiallung 
auf, welche aus gebogenen Niidelchen bestand, wie sie das 
Tetramethylendiaminchloraurat besitzt. Nach Umkrystallisieren 
wurden sie erst im Vakuum, dann bei 105° getrocknet. 

0,3066 g gaben 0,1572 g Au = 51,27°/o Au. 

Berechnet fiir Putrescinchloraurat = 51,54°/o Au. 

Die salzsaure Mutterlauge des Tetramethylendiamins wurde 
scharf getrocknet und mit absolutem Alkohol iibergossen. Nach 
24stiindigem Stehen im Exsikkator war noch ein _ betracht- 
licher Riickstand ungelést geblieben, welcher aus Wasser in 
langen Spiefen krystallisierte und durch Darstellung des Gold- 
salzes und Pikrates als Putrescinchlorhydrat identiliziert wurde. 
Der in absolutem Alkohol lésliche Teil wurde mit einer heif ge- 
sattigten Merkurichloridlésung versetzt. Die dlige Fiallung er- 
starrte beim Stehen und Reiben. Sie wurde nach mehreren 
Tagen abfiltriert und aus Wasser unter Zusatz von etwas 
Merkurichlorid umkrystallisiert. Die Quecksilberdoppelsalze 
wurden mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat eingeengt, 
wobei es zu einer strahlig krystallinischen Masse _ erstarrte. 
Nach gutem Trocknen wurden die Chloride mit absolutem 
Alkohol behandelt, wobei ein betrachtlicher Teil ungelist blieb. 
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Dieser bestand ausschlieblich aus Putrescinchlorid, wie aus 
der Analyse der einzelnen Fraktionen des Platindoppelsalzes 
hervorgeht, welches durchsichtige orangefarbene Spiefe bildete, 
die sich aus der noch heifben Losung abschieden. 
0.1382 g gaben 0,0538 g Pt = 38,93°/o Pt 
0.2040 » , 0,0798 » Pt = 39,12°/o Pt. 
Berechnet fiir Putrescinchloroplatinat = 39,14°/0 Pt. 

Der in absolutem Alkohol lésliche Teil wurde eingedunstet 
und die wisserige LOsung mit Platinchlorid gefillt. Es ent- 
stand eine hellgelbe amorphe Fiillung, die auch in heiwem 
Wasser so gut wie unloslich war. Sie zersetzte sich bei 238 ° 
und enthielt 37,39°/o Pt. 

0.2843 g gaben 0,1063 g Pt. 

Die alkoholische Mutteriauge von der Quecksilberchlorid- 
fillung wurde eingedunstet, aus Wasser umkrystallisiert und 
die Abscheidung mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Aus der 
konzentrierten L6sung der Chloride wurde beim Versetzen mit 
Platinchlorid eine gelbliche, krystallinische Fallung erhalten, 
welche aus heifem Wasser umkrystallisiert wurde. 

0.1570 g gaben 0,0475 g Pt = 30,25°% 0 Pt. 
Kiir Phenylithylaminplatinchlorid berechnet = 29,9°/o Pt. 

Das aus dem Chlorid dargestellte Pikrat bildete kurze, 
stumpfe Nadeln und schmolz bei 165°. 

Daneben ist noch ein leichter losliches Platinat vorhanden, 
welches 40,16°'o Pt enthélt. Fiir die Einheitlichkeit des Pri- 
parates ist keine absolute Garantie vorhanden, doch schlieft 
es sicher keinen Platinsalmiak ein, wie der negative Ausfall 
der Nesslerschen Probe beweist. Die Mutterlauge der letzten 
Quecksilberdoppelsalze, welche also die sowohl in Wasser als 
in Alkohol leicht l6sliche Fraktion enthilt, wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Die Millonsche Reaktion fiel positiv aus, 
was auf das Vorhandensein von Paraoxyphenylithylamin hin- 
deutet. Auch die Diazobenzolsulfosiurereaktion war positiv, 
und es tritt dabei ein eigentiimlicher aromatischer Geruch auf, 
den weder die sodaalkalische Diazobenzolsulfosaure, noch die 
alkalische Basenlisung fiir sich allein zeigen: erst beim Ver- 
mischen kommt der Geruch zustande. Die konzentrierte wisserige 
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Lésung gab mit Platinchlorid eine hellgelbe Fillung, die nach 
vorhergehender Schwirzung gegen 218° schmolz. 

0,1240 g gaben 0,0397 g Pt = 32,02°/o Pt 
und 0,1740 » AgCl = 34,70°/o CI. 
Fir C,H,.N,0, -H,PtCl, berechnet: 32,11°/o Pt 
34,99°%/o CI. 

Es scheint also auch diesmal eine geringe Menge des 
Trimethylhistidins der Silberfallung entgangen zu sein. 


Verdauungsversuche in vitro. 

Da die Verdaulichkeit der Proteinkérper der Pilze fiir 
die Beurteilung ihres Néihrwertes von Wichtigkeit ist, ftihrte 
ich einige Verdauungsversuche mit dem vorher vollstandig mit 
Ather, Alkohol, und Wasser extrahierten Pilzriickstand aus. 
Dieses Material enthielt lufttrocken 7,83°'o N, bei 105° ge- 
trocknet 8,91°/o N. 

Pepsinverdauung. Die Verdauungsfliissigkeit bestand aus 
500 cem Wasser, das 4,5 ccm konzentrierte Salzséure, 0,5 g 
Fluornatrium und 1,5 g wirksames Pepsinferment enthielt. 
50 g des Pilzmaterials wurden damit verrihrt, mit Toluol 
iiberschichtet und wiihrend 12 Tagen bei 38° gehalten. Der 
ungeléste Riickstand wurde durch Kolieren von der braunen 
Fliissigkeit getrennt. Die LOsung zeigte eine ins rétliche spielende 
Biuretreaktion, wahrend das angewandte Pepsinferment vollig 
abiuret war. Auch die Millonsche Reaktion war positiv. Der 
ausgewaschene Riickstand kam unter Alkohol, dann unter Ather. 
Sein Gewicht betrug 24,7 g. Er enthielt 3,97°/o N. 

Beim Erwiirmen mit Millonschem Reagens firbte der 
Riickstand sich rotlich, ein Zeichen, daf durch die Pepsin- 
verdauung nicht alles Eiweif herausgelost wird. 

Trypsinverdauung. Dieser Versuch wurde unter den- 
selben Bedingungen durchgefiihrt wie der vorige, nur bestand 
die Verdauungsfliissigkeit aus 500 ccm Wasser, 1,5 g Soda, 
0,5 g Fluornatrium und 1,5 g Trypsinferment (Merck). Die 
Verdauungslésung gab eine starke Millonsche Reaktion, die 
Biuretreaktion war negativ. Beim Einengen schied sich eine 
Krystallkruste aus, welche unter dem Mikroskop die Nadel- 
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biischel des Tyrosins erkennen lief, neben kugeligen Aggregaten, 
wie man sie beim Leucin beobachtet. Das Tyrosin wurde durch 
seine bekannten Reaktionen mit Sicherheit identifiziert. 

Das Gewicht des ungelésten Riickstandes betrug 17 g. Er 
enthielt 1,92°0 N. Beim Erwiairmen mit Millonschem Reagens 
trat keine Rotfirbung ein, eine Bestatigung dafiir, dab durch das 
Trypsinferment alles Eiweifi herausgelost worden war. 

Bei einer kombinierten Pepsin-Trypsinverdauung wurde 
das gleiche Resultat erhalten, wie bei der einfachen Trypsin- 
verdauung. Der Riickstand wog ebenfalls 17 g und zeigte keine 
Millonsche Reaktion. 

Sein N-Gehalt betrug 2,01 ° o. 


Quantitative Trypsinverdauung. 


Da das angewandte Material bereits mit Ather, Alkohol 
und Wasser erschépft war, so ist die bei der Trypsinverdauung 
geloste Substanz als verdaute Eiweifsubstanz anzusehen. Um 
den N-Gehalt dieses Eiweifkérpers wenigstens annahernd zu 
bestimmen, sollte der N-Gehalt in einer quantitativ ver- 
arbeiteten Verdauungslosung bestimmt werden. Zu diesem 
Zwecke wurden 5 g lufttrockenes Material mit 75 ccm Wasser, 
0.21 ¢ Soda, 0,075 g Fluornatrium, 0,21 g Trypsin (Merck) 
wihrend drei Tagen im Thermostaten bei 37° verdaut. Das 
iiberstehende Toluol wurde abpipettiert und das Verdauungs- 
gemisch durch ein bei 100° getrocknetes und gewogenes 
Filter dekantiert. Das auf 250 ccm gebrachte Filtrat zeigte 
keine Biuretreaktion, hingegen fiel die Millonsche Reaktion 
positiv aus. 

25 cem enthielten 0,2912 g organische Trockensubstanz. 

25 cem verbrauchten 13,66 ccm !/5-n-Salzsiaure. 

Daraus berechnet sich der N-Gehalt der gelésten Substanz 
Zu 14,05°/o. 

Geloéste Trockensubstanz 2,912 g 
Ungeloste » 1,621 » 


LA 


Summe 4,533 g. 


Trockenes Ausgangsmaterial: 4,347 g. 
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Loslicher N  0,3795 g 
Unléslicher N 0,0336 » 


Summe_ 0,4131 g. 
N im Ausgangsmaterial: 0,3915 g. 


Die kleine Differenz von 0,026 g N ist wohl auf den 
N-Gehalt des benutzten Trypsinfermentes zuriickzufiihren. 

Aus den angefiihrten Zahlen geht hervor, dafi der Ver- 
such recht quantitativ durchgefiihrt wurde, soda der gefundene 
Wert von 14,05°/o N im verdaulichen Protein wohl zutreffen 
mag. In der Tat betrug der N-Gehalt eines Priparates, das 
ich nach der Kupfer-Kalimethode dargestellt habe, 14,00°/o N. 

Da die Menge der durch Trypsinverdauung gelésten Sub- 
stanz in allen Versuchen 65°/o betrug, und anderseits dem mit 
Ather, Alkohol, und Wasser extrahierten Ausgangsmaterial un- 
gefahr das doppelte Gewicht an trockenem Boletus entspricht, 
so stellt sich der EiweifSgehalt auf 32,5°/o, oder ein Drittel 
der Trockensubstanz vom Steinpilz besteht aus durch Trypsin- 
ferment verdaulichem Eiweif. 

Der Trypsinverdauungsrtickstand, welcher keine Millon- 
sche Reaktion mehr liefert, enthalt in der Tat keinen Eiweib- 
kérper mehr. Dies geht hervor aus der Bestimmung des Stick- 
stoffs im Phosphorwolframsaureniederschlag, nach Behandlung 
des Riickstandes in der von Kossel und Kutscher?) fiir die 
quantitative Proteinhydrolyse angegebenen Weise. Dieser Nieder- 
schlag war sehr gering und enthielt kaum 4°/o des Gesamt- 
stickstoffs, und diese geringe Menge ist wohl auf Rechnung 
der bei der Chitinspaltung entstehenden unbekannten Neben- 
produkte zu setzen. 

Wenn man nun den ganzen im Riickstand enthaltenen 
Stickstoff als im Chitinmolekiil enthalten annimmt und fiir dieses 
einen Stickstoffgehalt von 6°/o einsetzt, so berechnet sich der 
Chitingehalt des getrockneten Steinpilzes zu rund 5,5°/o, eine 
Zahl, die mit der von Scholl erhaltenen Ausbeute an Chitin 
aus Boletus edulis (5—6°o) in voller Ubereinstimmung steht. 

Bei meinen Versuchen, nach den Angaben Scholls Chitin 


') Diese Zeitschrift, Bd. 31, S. 166. 


16* 
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zu gewinnen, erhielt ich Préparate mit 5,6 und 5,9°/o Stick- 
stoff. Dementsprechend war auch die Ausbeute etwas hoher, 
als Scholl angibt. Das neben dem Chitin vorhandene hemi- 
cellulosenahnliche Kohlenhydrat haftet ersterem ziemlich hart- 
nackig an und driickt den Stickstoffgehalt der Priparate herunter. 

Der Nachweis des Chitins wurde gefiihrt durch Hydro- 
lyse mit Salzsiure und Darstellung des charakteristischen salz- 
sauren Glukosamins. 


Hydrolyse von 500 g Pilzrtickstand, behufs Gewinnung der Amino- 
siuren aus dem PilzeiweiB. 

500 g lufttrockenes Material (mit Ather, Alkohol, und 
Wasser extrahiert) mit 7,32°/o N wurden mit 1500 ccm kon- 
zentrierter Salzsiure iibergossen. Die Masse quoll anfangs 
auf und wurde im Wasserbade erwarmt, bis fast alles geldst 
war. Die gelbe Fliissigkeit wurde dann vorsichtig am Riickflub- 
kiihler erwarmt, weil bei stérkerem Erhitzen heftiges Schiumen 
auftrat. Uber Nacht war die Masse zu einer Gallerte erstarrt, 
die in 2 Kolben verteilt mit je 750 ccm Salzséure weitere 
8 Stunden zum Sieden erhitzt wurde. Die Hydrolysenflissigkeit 
wurde mit Wasser verdiinnt und die reichlich ausgeschiedene 
Huminsubstanz abfiltriert. Das dunkelbraune Filtrat wurde im 
Vakuum bei 40° eingeengt und blieb 2 Tage iiber Schwefel- 
siiure stehen. Dabei schieden sich reichliche Mengen glanzender 
Krystallblattchen aus, die nach Umkrystallisieren aus Wasser 
die charakteristischen Dodekaederformen des salzsauren Glu- 
kosamins besaben. Geschmack, Reaktionen und Krystallform 
lassen keinen Zweifel an der Natur dieses K6rpers zu, der 
jedenfalls aus dem Pilzchitin entstanden war. Insgesamt wurden 
20 g erhalten. 

Die dickfliissige Mutterlauge wurde weiter eingeengt, bis 
sich zaihe Blasen bildeten, mit 2 Volumina absolutem Alkohol 
iibergossen und mit trockenem Salzsiuregas gesittigt. Die 
Lésung wurde bei vermindertem Druck eingeengt und die Ver- 
esterung wiederholt. Die Isolierung der Aminosaureester ge- 
schah nach E. Fischer!) mit Hilfe von Natriumhydroxyd und 


') Diese Zeitschrift, Bd. 33, S. 151. 
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Kaliumcarbonat durch Ausétherung. Die Fraktionierung der 
Ester geschah in 2 Portionen aus dem Olbade unter vermin- 
dertem Druck. Es wurde sowohl die Temperatur des Bades 
als auch die der tibergehenden Ester abgelesen. Die mittlere 
Temperaturangabe bezieht sich auf den Ubergang der Haupt- 
menge der Fraktion. 



































Olbadtemperatur | Thermometer im Dampf | ae ae 
I. bis 60° 16—22—30° | 15 | 20 
» 120° 60—90° | 4300 «| 
> 150° 90—93° ; 2 | 
» 160° 115—117° | 4 | 4 
» 190° 130—136° | 2 | 6 
freie Flamme | 180—182—194° | 12 | 8.4 
‘ . 195—210—215° | 12 | 10 
ll. bis 80° 36—42—45° | 9 =| 45 
>» 120° 60—64—80° ; 10 | 12 
> 130° 80—82—90° / 10 | 6,7 
> 133° 93 —96—105° | 15 
>» 150° | 113—126° ; 10 | 3 
> 183° 130-138-145" | 10 7,5 
freie Flamme 145 —176—186° 1 10 | 1,2 
> > 190—195—210° | 10 i 
Summe... .. 130,3 


Da die ersten Fraktionen noch etwas Alkohol enthielten, 
stellt sich das Gewicht der Ester etwas niedriger. 


Verseifung. 


Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt und sofort 
weiter verarbeitet. Die bis 100° siedenden Anteile waren in 
Wasser klar léslich und wurden durch Kochen mit der 10fachen 
Menge Wasser am RiickfluBkiihler verseift, bis die Reaktion 
nach etwa 6 Stunden nicht mehr alkalisch war. Die hodher 
siedenden Ester waren nicht vollstandig wasserlislich und gaben 
beim UbergieBen mit Wasser 2 Schichten oder eine Triibung. 
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Nach der Vorschrift von E. Fischer und Abderhalden!‘) 
wurde mit Ather im Scheidetrichter geschiittelt und die iithe- 
rische L6sung zweimal mit Wasser gewaschen, um andere mit- 
geléste Ester zu entfernen. Die wéasserigen Anteile wurden 
mit etwa der doppelten Menge des Gewichtes der Ester an 
Baryt durch zweistiindiges Kochen am Riickflubkiihler verseift. 


Untersuchung der einzelnen Fraktionen. 


Glykokoll fand sich in der ersten Fraktion. Nach dem 
Verdunsten des Wassers blieb ein weifer Riickstand, der in 
absolutem Alkohol suspendiert und durch trockenes Salzsiure- 
gas verestert wurde. Das gut krystallisierte Esterchlorhydrat 
wurde durch Zusatz von etwas Ather abgeschieden und schmolz 
bei 140° gleichzeitig mit einer Vergleichsprobe von Glykokoll- 
esterchlorhydrat unserer Sammlung. Da kein anderes Amino- 
siureesterchlorhydrat krystallisiert, so geniigt eigentlich die 
Darstellung dieser Verbindung zum Nachweis des Glykokolls, 
das zudem noch in der ersten Fraktion aus der zweiten Portion 
gefunden wurde. 

Der Verseifungsriickstand bestand aus reinem Glykokoll, 
war optisch vollkommen inaktiv und zersetzte sich rasch er- 
hitzt bei 239°. Er lieferte ein Pikrat, das wie das Glykokoll- 
pikrat bei 190° schmilzt. 

Die Mutterlauge vom Glykokollesterchlorhydrat wurde 
durch mehrmaliges Abdampfen mit Wasser von Alkohol und 
Salzsiure moéglichst befreit, mit Bleioxyd gekocht, das Filtrat 
mit Schwefelwasserstoff von geléstem Blei befreit, und die 
Aminosiiuren mit nach Heintz dargestelltem Kupferhydroxyd 
gekocht. Die erste Krystallisation bestand aus blauen, krustigen 
Krystallmassen, die aus Valinkupfer bestanden: 

0,1004 g gaben 0,0267 g CuO) 21,25°o Cu. 
Fiir Valinkupfer berechnet: 21,43°/0 Cu. 

Bei weiterem Eindunsten wurde noch eine ahnliche Kry- 
stallfraktion erhalten, und die Mutterlauge schied wieder reich- 
liche Mengen einer Kupferverbindung aus, die zur Befreiung 


') Diese Zeitschrift, Bd. 36, S. 268. 
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von Valinkupfer mit Methvlalkohol ausgekocht wurde. Der 
Riickstand bestand nach der Analyse aus Alaninkupfer. 
0,1132 g lieferten 0.0377 g CuO = 26.61% 0 Cu. 
Berechnet fiir Alaninkupfer: 26,52° 0 Cu. 

Die gemeinsam verseiften wiisserigen Aminosiiurenlésungen 
der zweiten Fraktionen schieden bereits beim Erkalten reich- 
liche Krystallmassen aus, die abfiltriert und mit kaitem Wasser 
gewaschen wurden. Mutterlaugen und Waschwiisser wurden 
einer weiteren fraktionierten Krystallisation unterworfen. Die 
ersten Fraktionen bestanden aus reinem Leucin. 

1. Fraktion: 0,1805 g gaben 0,0443 g CuO = 19,64°o Cu. 
Berechnet fiir Leucinkupfer: 19,64° 0 Cu. 

0,7084 g wurden zur Polarisation in 15 cem 20° /oiger 
Salzsiiure gelést. Die abgelesene Drehung im Soleil-Ventz- 
keschen Apparat betrug bei Anwendung ong Zweidezimeter- 
rohres 4,3° bei 20°. Daraus [a]p = -++ 15,7°. E. Fischer fand 
im Mittel + 15,6°, E. Schulze -+- 16,9°, “Abderhalden gibt 
im Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden -}- 15,9° an. 

2. Fraktion: 0,1402 g gaben 0,0350 g CuO = 19,96 0 Cu. 
3D. > Q,1484>» » 0,03862 » CuO = 19,49°'o Cu. 


Aus den Mutterlaugen des letzteren Kupfersalzes wurden 
bei weiterem Einengen dickere, blaugefirbte Krystalle erhalten. 
die wohl Valinkupfer repriésentieren : 

0,1070g gaben 0,0290g CuO = 21,66°/0 Cu. 
Berechnet fiir Valinkupfer: 21,48°)o Cu. 





Die beim Umkrystallisieren der freien Aminosduren erhal- 
tene Mutterlauge wurde zur Entfernung der Pyrrolidincarbon- 
sdure zur Trockne gebracht und mehrmals mit absolutem Al- 
kohol ausgekocht. Als dann das Kupfersalz dargestellt wurde, 
schied sich als erste Fraktion wieder Valinkupfer ab. 

0,1342 g gaben 0,0362 g CuO = 21,55°'0 Cu. 

Die Mutterlauge wurde zur Trockne gebracht und zur 
Entfernung des Valinkupfers mit Methylalkohol ausgekocht. 
Der Riickstand besaf den Kupfergehalt des Alaninkupfers : 





0,1044 g gaben 0,0348 g CuO = 26,63°'0 Cu. 
Berechnet fiir Alaninkupfer: 26,52° 0 Cu. 
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Prolin. 


Wie schon erwahnt, wurden die letzten Krystallisationen 
der freien Aminosiiuren mit absolutem Alkohol je dreimal aus- 
gekocht. Bei den ersten mit Wasser ausgewaschenen Fraktionen 
konnte diese Behandlung unterbleiben, da das leichtlésliche Prolin 
sich jedenfalls in den letzten Fraktionen vorfindet. Die ver- 
einigten alkoholischen Filtrate wurden im Vakuum eingeengt 
und erstarrten im Exsikkator zu einer glasartigen Masse. Sie 
wurde zur Reinigung so oft mit absolutem Alkohol aufge- 
nommen, bis sie sich leicht und vollstiindig léste. Ihr Gewicht 
betrug 6,2 g. Auch das Kupfersalz konnte nicht zum Krystalli- 
sieren gebracht werden. Es war fast vollig léslich in absolutem 
Alkohol bis auf eine geringe Menge eines iuferst hygrosko- 
pischen blauen Krystallpulvers, das 29,75°'o Cu enthielt. Da 
auch aus der alkoholischen Lisung des Kupfersalzes nichts 
krystallisierte, wurde es wieder in die freie Aminosdure, und 
diese nach den Angaben von KE. Fischer') in das Phenyl- 
hydantoin verwandelt. Aus kochendem Wasser umkrystallisiert, 
schied es sich in schénen Nadeln ab, die bei 138° sintern 
und bei 141° schmelzen. E. Fischer fand fiir das Phenyl- 
hydantoin des Prolins den Schmelzpunkt bei 144° (korr.). 

Kine Stickstoffbestimmung nach Dumas ergab in der bei 
105° getrockneten Substanz folgendes Resultat: 


0.1738 g gaben 21,6ccemStickstoff bei 728 mm und 20° = 13,12°/0N. 
Berechnet fiir Prolinhydantoin C,,H,,O,N,: 12,97°/o. 


Phenylalanin. 


Zur Gewinnung des Phenylalanins waren die hoher sie- 
denden Esterfraktionen mit Ather ausgeschiittelt worden. Die 
iitherische Lésung wurde wie gebréuchlich verarbeitet und die 
Ester mit Salzsaure verseift. Aus der Lésung der Chlorhydrate 
in wenig Wasser wurde durch Zusatz von Ammoniak bis zur 
alkalischen Reaktion eine weife Fallung erhalten, die keine 
Reaktionen des Phenylalanins gab und aus Leucin bestand, 
indem das blabblaue und schwerldsliche Kupfersalz 19,64°/0 Cu 


') Diese Zeitschrift, Bd. 33, S. 151. 
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enthielt. Das Filtrat von dieser ersten Fallung wurde stark ein- 
geengt, und nach Zusatz von Alkohol entstand wieder eine weibe 
Fallung, deren Gewicht 0,7 g betrug. Die in verdiinnter Salz- 
siure geléste Substanz gab mit Phosphorwolframsiiure die fiir 
Phenylalanin angegebene Olige Fillung,') die beim Stehen krystal- 
linisch erstarrte. Auch die von E. Fischer angegebene Reak- 
tion, Bildung von Phenylacetaldehyd beim Erhitzen mit 25°/oiger 
Schwefelsdéure und Bichromat fiel positiv aus. Da das Phenyl- 
alanin bei der Verseifung mit Salzséure stets partiell racemi- 
siert wird, konnte die Reinheit des Praparates auf Grund der 
optischen Priifung nicht festgestellt werden. Das Kupfersalz 
ergab einen auf Phenylalanin stimmenden Wert: | 
0,1500 g gaben 0,0310 g CuO = 16,52°/o Cu. 
Berechnet: 16,23°/o Cu. 


Asparaginsaure. 


Die wasserloslichen Anteile der hdher siedenden Frak- 
tionen waren in der schon beschriebenen Weise mit Baryt ver- 
seift worden. Aus Fraktion VI schieden sich nach einigem 
Stehen schdne Drusen aus, wie sie fiir asparaginsaures Baryum 
beschrieben sind. Sie wurden mit 25°/oiger Schwefelsaure heifb 
zersetat, die iiberschiissige Schwefelséiure durch Baryt quanti- 
tativ entfernt und das Filtrat eingedunstet. Die freie Asparagin- 
siure schied sich in schdnen Krystallen ab. Auch aus der 
Fraktion V, und VI,, die vereinigt worden waren, wurde Aspa- 
raginsdure in betriichtlicher Menge erhalten, zusammen iiber 2 g. 
Das Kupfersalz bildete mikroskopische, zu Garben vereinigte 
blaue Nadelchen,”?) welche erst im Vakuumexsikkator, dann 
einen Tag lang bei 110—115° getrocknet wurden. 

0,2127 g gaben 0,0833 g CuO = 31,29°%!o Cu. 

Berechnet fiir C,H,NO,Cu + !/2 H,O: 31,24°/o Cu. 

Aus dem Filtrat des asparaginsauren Baryts wurde nach 
Entfernung des Baryums mit Schwefelséure 0,5 g Glutamin- 
saure krystallisiert erhalten. Sie schmolz bei 206—207°. Auch 


') Schulze und Winterstein, Diese Zeitschrift, Bd. 33, S. 574. 
*) Abderhalden und Kautzsch, Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 459. 
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das salzsaure Salz stimmte mit dem Glutaminsaurechlorhydrat 
iiberein. 
0.1563 g gaben 0,1223 g AgCl = 19,35°/o Cl 
Berechnet fiir C,H,NO,CI: 19,31°/o Cl. 

Kin Korper, der nach seinem ganzen Verhalten Leucinimid 
ist, wurde aus den letzten halbfesten Destillaten durch Um- 
krystallisieren aus Alkohol gewonnen. Die Substanz krystallisiert 
in mikroskopisch feinen Nadeln, die sich bei 267° zersetzen. 
Da Leucinimid bei der Esterdestillation ein sekundiires Produkt 
ist, wurde die Substanz nicht weiter analysiert. 

Im Folgenden fiihre ich die Ausbeuten an, in welchen die 
einzelnen Monoaminosiiuren erhalten wurden. 

Wenn auch die Zahlen keinen Anspruch auf quantitative 
Genauigkeit erheben, so geben sie immerhin ein ungefahres Bild 
der Mengenverhiiltnisse, in welchen die Aminosauren im Boletus- 
eiweil sich vorfinden. Aus 500 g des angewandten Materiales 
entsprechend ca. 300 g Eiweif erhielt ich: 


Glykokoll 3,0 g 
Alanin 8,0 » 
Leucin 20,0 » 
Valin 4,0 » 
Asparaginsaure 2,1 : 
Glutaminséure 0,5 » 
Prolin 6,0 » 
Phenylalanin 1,0 » 


Zur Darstellung von Pilzeiweif. 


Die Natur des Eiweifes der héheren Pilze ist noch 
nicht vollig aufgeklart. Aus den wenigen Arbeiten geht jedoch 
hervor, daf seine Darstellung nicht gut nach den gewohnlichen 
Methoden der Pflanzeneiweibgewinnung gelingt. Wie ich mich 
durch einen Versuch iiberzeugte, gelingt es nicht, durch Digerieren 
in der Kalte mit 10°/oiger Kochsalzlésung aus getrocknetem, 
fein gepulvertem Steinpilz einen Proteinkérper in Lésung zu 
bringen. Nach E. Winterstein gelingt es nicht, aus einer 
alkalischen Liésung des Pilzeiweifes dieses wieder vollstindig 
durch Essigsiiure zu fallen. Ich arbeitete in einem Falle 
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nach dem Schmiedeberg-Krawkowschen Kupfer-Kaliver- 
fahren, indem ich 10g des mit Ather, Alkohol und Wasser 
extrahierten Pilzmaterials mit Kupferacetatlésung und dann mit 
5°%/oiger Kalilauge versetzte, bis zum Auftreten einer starken 
Biuretreaktion. Nach 12stiindigem Stehen wurde die LOsung 
filtriert, mit Essigsiure schwach angesiduert und die Fallung auf 
dem Filter mit Wasser, Alkohol, und Ather ausgewaschen. 
Der ungeldste Riickstand wurde mit Lauge der gleichen Kon- 
zentralion ausgewaschen, bis keine Biuretreaktion mehr auftrat, 
was einige Wochen in Anspruch nahm, und die aus den Losungen 
mittels Essigsiiure erhaltenen Niederschliige vereinigt. Daneben 
wurde in der gleichen Weise ein Versuch mit Lauge allein aus- 
getiihrt. Nach der Kupfermethode wurden 3,33 g Eiweib mit 
14,00°!o N erhalten, mit Lauge allein 2,13 ¢. Zudem war letzteres 
Praparat noch durch einen nicht stickstoffhaltigen Kérper, das 
amorphe Kohlenhydrat (Paraisodextran) verunreinigt, wie aus 
seinem niedrigen Stickstoffgehalt (11,70°/o) hervorgeht. Das 
Kupferverfahren besitzt den Vorteil, daB das Kohlenhydrat nicht 
mitgelést wird, da Salkowski?) und Yoshimoto?) fanden, daf 
Kohlenhydrate mit Kupferhydroxyd schwer lésliche Verbin- 
dungen liefern. Was nun die Ausbeute angeht, so labt sie sehr 
zu wiinschen iibrig. Sie betragt beim Kupferverfahren nur 
33,2" 0 der nach den Verdauungsversuchen vorhandenen Menge, 
und bei Anwendung von Lauge allein 21,3° 0. Dieses Ergebnis 
bestatigt die Resultate der anderen Forscher, welche durch 
Neutralisieren der Laugenextrakte nur sehr geringe Niederschliige 
erhielten. Bei Anwendung sehr verdiinnter Laugen (0,1-—0,2°/o 
Natriumhydrat) gelang es, ein Eiweifpriparat mit 14,3—-14,6°'o 
Stickstoff zu erhalten. Allein die Ausbeute war noch geringer. 
Die Ursache davon liegt einerseits darin, dali diese EKiweifkorper 
durch verdiinnte Laugen nicht ganz leicht gelist werden, ander- 
seits ist die Fallung infolge bereits eingetretener Denaturierung 
keine vollstandige. In allen Fallen naémlich gaben die klaren Filtrate 
von der Fallung des Proteins mit Essigsiiure, Biuretreaktion. 


') Pfliigers Archiv, Bd. 5, S. 220. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 425. 
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Ubersicht iiber die gewonnenen Resultate. 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden unternommen, 
um weitere Aufschliisse tiber die stickstoffhaltigen Korper der 
Pilze zu bekommen. Was die Eiweifkérper anbelangt, so ist her- 
vorzuheben, dab es durch kinstliche Verdauung gelingt, einen 
Riickstand zu erhalten, der keine Eiweifreaktionen mehr zeigt 
und bei der Spaltung mit Saéuren keine Eiweifbasen liefert. 
Dieser Riickstand besteht aus Chitin und einem Kohlenhydrat 
von der Klasse der Hemicellulosen (Paraisodextran). Damit ist 
der Beweis erbracht, dafi das Eiweif in vollstandig verdaulicher 
Form neben einer glukosaminliefernden Chitinsubstanz sich vor- 
findet. Ob das Eiweif selbst noch eine Glukosaminkomponente 
enthilt, konnte durch diese Arbeit nicht entschieden werden. 
Dahin zielende Versuche ergaben bis jetzt ein negatives Re- 
sultat. Nach meinen Versuchen gelingt es wohl, mittels ver- 
diinnter Lauge die Eiweifsubstanz in Losung zu bringen; jedoch 
scheidet sich beim Neutralisieren mit Essigséure nur ein ge- 
ringer Teil derselben wieder aus, und man erhalt nach dem Ab- 
filtrieren eine Biuretreaktion gebende Lisung. Ubrigens ist auch 
die dabei gewonnene Substanz nicht rein und enthalt noch 
etwas amorphes Kohlenhydrat, das gleichfalls durch die Lauge 
gelOst wird. Man darf wohl annehmen, daf durch die Lauge 
eine Denaturierung, bezw. eine partielle Hydrolyse zu wasser- 
léslichem Eiweif erfolgt. Dab es sich in der Tat um einen Ei- 
weibkOrper handelt, der verschieden ist von den aus Samen 
darstellbaren Proteinen hdherer Pflanzen, geht auch daraus her- 
vor, dali es nicht gelingt, mit 10°/oiger Kochsalzlésung einen 
EKiweibkorper in Loésung zu bringen. Ein Eiweifpraparat, das 
in seinem Stickstoffgehalt dem pflanzlichen Eiweif nahe kommt, 
erhalt man durch Digerieren des entfetteten und mit Alkohol 
und Wasser extrahierten Pilzes mit Lauge unter Zusatz von 
Kupferacetat, da bei dieser Behandlung Kohlenhydrate nicht in 
Loésung gehen. Bei der Hydrolyse des Pilzeiweifes wurden 
folgende Aminosiuren erhalten: Glykokoll, Alanin, Valin, Leucin, 
Phenylalanin, Prolin, Asparaginséure, Glutaminsaure. 

E's zeichnet sich durch seinen hohen Gehalt an den beiden 
niederen Aminosduren, sowie an Prolin aus. Bei der Trypsin- 
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verdauung wurde |'yrosin nachgewiesen. Aus dem getrockneten 
Pilz konnten folgende als solche vorkommende Basen und 
Aminosauren isoliert werden: Guanin, Adenin, Hypoxanthin, 
Trimethylhistidin, Cholin, Trimethylamin, Putrescin, Guanidin, 
Phenylalanin, Leucin, racemisches Alanin. 

Speziell mdchte ich hinweisen auf das Auftreten von 
racemischem Alanin, welches bei weitem die Hauptmenge der 
frei vorkommenden Aminoséuren ausmacht. 

Neben diesen hier angefiihrten, durch Analyse oder sonstiges 
Verhalten nachgewiesenen Verbindungen finden sich in den 
durch Kupferhydroxyd, sowie durch Bleiessig auftretenden 
Fallungen noch kleine Mengen N-haltiger Substanzen, und es 
konnte nachgewiesen werden, dafB es wenigstens zum Teil 
Purinkorper sind. 

Das «Viscosin» ist anzusehen als ein Gemenge von Gly- 
kogen und einer stickstoffhaltigen Substanz, die bei der Hydrolyse 
einen Purinkérper, der sehr wahrscheinlich Xanthin ist, liefert. 
Man darf dabei an glykosidartige Verbindungen von Alloxur- 
basen denken, welche nach neueren Forschungen als Produkte 
der partiellen Hydrolyse von Nucleinsijuren auftreten. Solche 
Produkte sind z. Bb. bei der Hydrolyse von Hefenucleinsdure 
aufgefunden worden, und der am friihesten bekannte Vertreter 
dieser Gruppe, das Vernin, findet sich im Mutterkorn. 

bekanntlich werden nach GenuB von efibaren Pilzen sehr 
oft Vergiftungserscheinungen beobachtet, die aus der Toxin- 
bildung durch Bakterien erklirt werden. Es ist auch die Még- 
lichkeit vorhanden, dafi durch weiteren Abbau der aus dem 
Eiweif primar entstehenden Aminoséuren und Basen _physio- 
logisch stark wirksame Substanzen erzeugt werden, z..B. Agma- 
tin, Paraoxyphenylathylamin, Imidazolylathylamin. Dem letzteren 
kommt ja in ganz starker Verdiinnung, z. B. 1 : 100000, noch 
starke Wirkung auf die Darmmuskulatur zu. Es gelang mir 
nun, den Nachweis zu fiihren, daB zuniichst bei der Autolyse 
von Pilzen eine Losung erhalten wird, die auf die Darmmuskulatur 
eine kraftige Wirkung ausiibt. In den Autolysenfliissigkeiten 
wurden, aufer den auch in frischen und in getrockneten Pilzen 
auftretenden Basen, noch Isoamylamin und Phenylathylamin ge- 
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funden, und die Anwesenheit von Paraoxyphenyliithylamin durch 
Keaktionen wahrscheinlich gemacht. Cholin konnte nicht mehr 
nachgewiesen werden, und auch das Adenin war verschwunden, 
ein Beweis, dali auch Purinkérper durch die Autolyse verdndert 
werden konnen. Durch die Autolyse wird eine Decarboxylierung 
bewirkt, die sich auf verschiedene primar auftretende Eiweib- 
spaltungsprodukte erstrecken kann, und bei weiteren Unter- 
suchungen mit grdberen Materialmengen dirften noch einige 
andere Basen aufgefunden werden, wofiir ich bei meinen Unter- 
suchungen verschiedene Anhaltspunkte gewonnen habe. Neben 
diesen basischen, durch Phosphorwolframsiure fallbaren Ver- 
bindungen werden bei der Autolyse noch betrachtliche Mengen 
von nicht durch Phosphorwolframsaure fillbaren Stickstofi- 
verbindungen gefunden. 

Von besonderer biologischer Bedeutung ware nun die 
Darstellung der Pilzfermente, welche diese Kohlenséureabspal- 
tungen bewirken und die bei der Bildung der einfachen physio- 
logisch wirksamen Basen in den Pflanzen eine grofie Rolle spielen. 

Die nachfolgende Tabelle gibt eine Zusammenstellung tiber 
die Substanzmengen, welche mit den verschiedenen Extraktions- 
mitteln in LOsung gebracht werden kénnen, sowie tiber die Zu- 
sammensetzung des in diesen Extraktionsmitteln unléslichen Riick- 
standes. Die Angaben beziehen sich in runden Zahlen auf 100 g luft- 
trockenen Boletus edulis, deren Feuchtigkeitsgehalt 10°/o betrug. 


Atherextrakt 4°/o. 


Fett 3,2 °/o 
Cholesterin 0),5°/o 
Lecithin —!}) 
Alkoholextrakt 12/o. 
Trehalose 3,0°/o 
Zucker 
Lecithin 
Basen 1 9%. 
Aminosduren 
Purinkérper usw. 





') Die Menge des Lecithins im Ather- und Alkoholextrakt zusammen 
betragt nach F. Schulze (I. ¢.) 1,94°/o. 
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Wasserextrakt 289/o. 
Glykogen (Viscosin) 99/0 
Zucker 
Purinkorper 
Basen 23 0/9. 
Aminoséuren 
Asche usw. 





Riickstand 46°/o. 


Eiweih 30°/o 
amorphes Kohlenhydrat 10°/o 
Chitin 6°/o. 


Die angefiihrte Zahl fiir Trehalose bezieht sich auf die 
Menge, welche direkt aus dem Alkoholextrakt auskrystallisiert. 
In der Mutterlauge davon bleibt stets ein betriichtlicher An- 
teil zurtick. Auch bei der darauf folgenden Extraktion mit 
Wasser findet man noch Trehalose, soda die angefiihrte Zahl 
ein Minimum bezeichnet. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle 
Herrn Prof. Dr. E. Winterstein, auf dessen Anregung und 
unter dessen Leitung diese Arbeit ausgefiihrt wurde, meinen 
warmsten Dank auszusprechen fir die vielfache Férderung bei 
den vorliegenden Untersuchungen. 











Untersuchungen uber die chemische Zusammensetzung und 
Bildung der Enzyme. 


IV. Mitteilung. 
Uber die Anpassung einer Hefe an Galaktose. ') 
Von 


Hans Euler und David Johansson. 


Mit vier Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Marz 1912.) 


Die hier mitzuteilenden Versuche schliehen sich an Ar- 
beiten an, welche der eine von uns vor 2 Jahren mit Beth 
af Ugglas*) begonnen hat. Die damaligen Versuche betrafen 
die Bildung von Invertase und Zymase in Bierhefe: sie hatten 
zunichst recht schwankende Resultate geliefert. Dies beruhte 
zum groben Teil auf der gebraéuchlichen Methodik, den Enzym- 
gehalt von Hefen durch Untersuchung der Trockenpraparate zu 
ermitteln; diese Methodik liefert, wie bald gefunden wurde, ’) 
nicht immer zuverlissige Resultate. Anderseits hatten wir 
damals zur Anreicherung an Enzym mit reinen Rohrzucker- und 
Phosphatlésungen gearbeitet, also unter Bedingungen, welche, 
wie sich zeigte, der Enzymbildung nicht giinstig sind. 

Diese Untersuchungen sind seither fortgesetzt worden, *) 
und es hat sich durch Anwendung zuckerhaltiger Naihrlésung 
der zeitliche Verlauf der Bildung von Invertase und der Girungs- 
enzyme verfolgen lassen. 


1) Z. T. aus Svenska Vet. Akad. Arkiv fér Kemi, Bd. 4, Nr. 235. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 279, 1911. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 14, 1911. 

*) Rep. British Association for the Adv. of Science Porthmouth 1911. 
Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 388, 1912. 
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Schon vor langer Zeit sind Beobachtungen gemacht worden, 
welche darauf hindeuten, dafi Mikroorganismen sich an Nahrungs- 
material anpassen kénnen, auf welchem zu leben sie nicht ge- 
wohnt sind. Seit der Entwickelung der Enzymologie ist dann die 
Frage studiert worden, ob die Anpassung mit der Neubildung 
von Enzymen verkniipft ist, und welche Einfliisse zu einer 
Anderung im Enzymgehalt der lebenden Zellen fiihren kénnen. 

Die verschiedenen Untersuchungen haben nicht zu iiber- 
einstimmenden endgiiltigen Ergebnissen gefiihrt: immerhin sind 
die vorliegenden Angaben wichtig als Ausgangspunkte fiir weitere 
Arbeiten, weshalb wir einen kurzen Uberblick iiber die friihere 
Forschung unseren eigenen Versuchen voranstellen. Wir be- 
schrinken uns dabei auf die Literatur, welche sich auf die 
Enzyme der Kohlenhydrate bezieht. 


Vorhergehende Arbeiten. 


Wortmann!) lenkte die Aufmerksamkeit auf die inter- 
essante Tatsache, dali gewisse Bakterien nur dann ein Starke 
lésendes Enzym bilden, wenn sie auf Starke als Kohlenstoff- 
quelle angewiesen sind, wenn ihnen also kein anderes Kohlen- 
stoffmaterial geboten wird. Nicht allein Weinséure, sondern 
auch Eiweifi (vermége seines Kohlenhydratgehalts) hemmt die 
Diastasebildung. 

Bemerkenswert ist ferner sein Ergebnis, dafi bei Hefen 
die Invertasebildung durch Zusatz von Traubenzucker nicht 
unterdriickt werden konnte. 

Bald darauf machte Biisgen (Ber. d. d. Bot. Ges., Bd. 3. 
5. 66: 1885) die Beobachtung, dafi Aspergillus Oryzae auch 
auf starkefreiem, zuckerhaltigem Niéhrsubstrat Diastase _bildet. 

Nach Fermi und Répetto (Zentralbl. f. Bakt. (I), Bd. 31. 
S. 403; 1902) bilden auch viele Bakterien Amylase auch in 
Abwesenheit von Stiirke. 

Auch Effront?) kam, wie Wortmann, zu dem Ergebnis, 
dai Rohrzucker keinen Einflu®B auf den Invertasegehalt der 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 6, S. 316, 1882. 
2) Die Diastasen und ihre Rolle in der Praxis. Ubers. v. Biichele) 
Leipzig, Dentike 1900, S. 74 u. ff. 
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Hefe ausiibt, dai sie vielmehr auch bei Ernahrung mit einem 
direkt assimilierbaren Kohlenhydrat gebildet wird. Als einen 
Faktor von groéfter Bedeutung erkannte er die Stickstoffnahrung. 

Dieselbe Beobachtung hatte kurz vorher Fernbach!) ge- 
macht, welcher feststellte, daB z. B. Pepton, gewissen Niéhr- 
lésungen zugesetzt, die Invertasebildung stark bef6rderte. 

Bakterien bilden auch auf eiweiffreien L6sungen Invertase 
‘Fermi und Montesano, Zentralbl. f. Bakt. (II), Bd. 1, S. 482; 
1895). Die Bildung von Diastase ist bei verschiedenen Mikro- 
organismen in sehr ungleichem Grade abhingig von dem Kohlen- 
hvdrat der Nahrlésung. (Beijerinck, Arch. Neerl, Bd. 14, 
S. 23; 1891. — Katz, Zentralbl. f. Bakt., Bd. 9,5. 157; 1891.) 

An einem Aspergillus fand Duclaux?) bei Ernahrung 
mit Calciumlactat zu der Nahrlédsung Amylase, dagegen keine 
Invertase, kein Labenzym und keine Proteinase; bei Gegenwart 
von Zucker wurde dagegen Invertase abgeschieden, aber kein 
anderes Enzym. Ahnliche Resultate, aber auch individuelle 
Verschiedenheiten an Penicillium glaucum beobachtet. Da 
die Angaben der Versuchsanordnung oft nicht geniigend voll- 
staindig sind, um sichere Schliisse zu gestatten, so mag es 
geniigen, hier auf diese Untersuchung hingewiesen zu haben. 

Bei weitem fester stehen die Ergebnisse von E. Chr. 
Hansen.*) Er kam zu dem Resultat, dai es nicht gelingt, 
Hefezellen so zu veriindern, dai sie Enzyme bilden, welche 
sie vorher nicht besitzen. 

Kine weitere, wertvolle Untersuchung verdankt man W ent,*‘) 
welcher die Enzymbildung in Monilia sitophila studierte. 
Er konnte 3 Enzymgruppen unterscheiden; Maltase wird von 
der Zelle bei der Ernahrung mit gewissen Kohlenhydraten, 
namlich Raffinose, Dextrin, Starke, Glykogen, Cellulose, ferner 
Trehalose, Galaktose, Xylose und Saccharose gebildet, auch 
Pepton war wirksam, vermutlich wegen seines Zuckergehaltes. 


‘) Annales de l’'Inst. Pasteur, Bd. 3, S. 473 u. 531, und Bd. 4, 
S. 641; 1889 und 1890. 

*) Traité de Microbiologie, Bd. 2, S. 84, 1899. 

°) Medd. fra Carlsberg-Lab., Bd. 5, S. 1, 1900. 

*) Jahrb. f. wissenschaftl. Bot., Bd. 36, S. 611, 1901. 
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Trypsin und Lab wurden nur in Gegenwart der entsprechenden 
Substrate gebildet. Amylase und Invertase traten unabhangig 
von der Ernahrung auf. 

Aus Versuchen von Cecil Revis') ging hervor, dab 
Bakterien der Coli-Gruppe ihren Enzymgehalt leicht veriandern. 

Sehr interessante Beobachtungen iiber das Auftreten von 
Enzymwirkungen bei der Kultur in gewissen Nahrlésungen hat 
Burri?) mitgeteilt. Gewisse Stimme des Bakterium Coli 
bilden bei der Kultur auf sogenannten Endoplatten zunichst 
weife Kolonien, welche Milchzucker nicht vergaren; nach einiger 
Zeit aber tritt eine rote Form auf, welche nun die Fiahigkeit 
der Milchzuckervergirung besitzt, bei weiterer Ziichtung bleibt 
dann diese Fahigkeit erhalten; die Milchzucker vergiérenden 
Stabchen bilden nicht wieder eine die Lactasewirkung ent- 
behrende Form zuriick. 

Wie Burri sagt, haben wir es hier mit einer typischen 
Anpassung zu tun, indem die Zellen sich an die Bildung der- 
jenigen Enzyme gewohnen, welche zur Verarbeitung eines neuen 
Nihrmaterials erforderlich sind. 

Nach den Ergebnissen von Duclaux (I. c.) schien es, 
dafi Aspergillus eine besonders weitgehende Anpassungs- 
fahigkeit in bezug auf Enzymbildung besitze. Zu den friiheren 
Arbeiten, welche im Gegensatz zu Duclaux zeigen, dai auch 
bei diesem Pilz die Enzymbildung vielfach unabhangig vom 
Nahrmedium ist, kommt eine neue von J. Boselli.°) 

Die Ausscheidung der Inulase aus Aspergillus niger 
findet namlich statt sowohl in Lésungen von Inulin als von 
Rohrzucker, Glukose und anderen Kohlenhydraten. 


1899 glaubte Dubourg*) gefunden zu haben, daf solche 
Hefen, welche keine merkbare Fahigkeit besitzen, Rohrzucker 
zu invertieren, und sich deswegen in Lésungen dieses Zuckers 
nicht entwickeln und denselben vergiren kénnen, diese Fahig- 





') Zentralbl. f. Bakt. (2), Bd. 26, S. 161, 1910. 
*) Zentralbl. f. Bakt. (2), Bd. 28, 1911. 
*) Ann. Inst. Pasteur, Bd. 25, S, 695, 1911. 
*) Compt. rend., Bd. 128, S, 440, 1899. 
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keiten erlangen, d. h. Invertase bilden, wenn man sie in fol- 
gender Weise behandelt. 

Die betreffende Hefenart wird in einer stickstoffreichen 
Nahrlisung kultiviert, in welcher 5°/o Traubenzucher und 5°), 
Rohrzucker aufgeldst werden. Wenn die Garung voriiber ist, 
wird die Fliissigkeit vorsichtig abgegossen und die Hefe wird 
mit destilliertem Wasser gewaschen. ‘Tragt man nun die so 
ausgewaschene Hefe in eine Nahrlésung ein, so erweist sich 
der Rohrzucker innerhalb 24 Stunden invertiert und die Gaérung 
ist in vollem Gang. 

Dubourg teilt weiter mit, daf er ahnliche Versuche mit 
gleichem Ergebnis mit Galaktose angestellt hat. 

Diese Arbeit, welche Duclaux im nachsten Jahr in seinem 
Traite de Microbiologie (3) 1900 ausfiihrlich referierte, erfuhr 
alsbald eine kritische Nachpriifung durch A. Klocker. Seinen 
offenbar sehr exakten Versuchen schickt Kl6cker die Bemerkung 
voraus, da aus Dubourgs Verdoffentlichung nicht hervorgeht, 
mit welchen Heferassen dieser gearbeitet hat und besonders, dab 
der Nachweis fehlt, dai die von Dubourg untersuchten Hefen 
wirklich zu Beginn der Versuchsreihen diejenigen Enzyme, deren 
spiiteres Auftreten beobachtet wurde, nicht enthalten haben. 

Klécker stellt seine Kontrollversuche mit folgenden vier 
Hefearten an: Sacharomyces Apiculatus, S. Marxianus. 
S. Ludwigii und mit einer neuen Art, welche er selbst im 
Verdauungskanal von Honigbienen gefunden hatte. 

Die Versuche wurden in folgender Weise ausgefiihrt. 
Kine junge, kraftige Vegetation S. Apiculatus, welche im 
Verlauf von drei Tagen bei 25° in einer Lésung von Glukose 
und Rohrzucker in Hefewasser herangeziichtet war, wurde in 
Hefewasser ausgesit, welches 5°/o Glukose und 5°/o Rohr- 
zucker enthielt. Nach fiinf Tagen wurde die Flissigkeit abge- 
gossen, die Hefe mit sterilem Wasser bei 3° gewaschen. Mit 
der so ausgewaschenen Hefe wurde teils ein Kolben infiziert, 
welcher Hefewasser mit 10°/o Saccharose, und ein anderer, 
welcher Hefewasser mit 5°/o Glukose und 5°/o Rohrzucker ent- 


') Medd. fra Carlsberg Lab., Bd. 5, 5S. 55, 1900. Vgl. auch die 
neuere Untersuchung Kléckers, ebenda, Bd. 10, S. 90, 1911. 
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hielt. Versuchstemperatur 25°. Die Kulturen wurden taglich 
mit Hilfe von Fehlings Lésung in bezug auf ihr Reduktions- 
vermogen gepriift. Noch nach dem neunten Tag zeigte die 
Losung, welche nur Saccharose enthielt, keine Spur von Re- 
duktion und es hatte also keine Inversion stattgefunden. 
Nachdem die Hefe zum zweitenmal mit 5°/o Glukose und 5°/o 
Rohrzucker wihrend 6 Tagen bei 25° behandelt worden war, 
wurde die Losung abgegossen und die Hefe ohne Auswaschen in 
Hefewasser, welches 10°/o Rohrzucker enthielt eingetragen. Auch 
jetzt zeigte sich keine Fahigkeit, die Saccharose zu invertieren. 

Entsprechende Kesultate wurden mit den anderen Hefe- 
arten enthalten und Klocker fast dieselben folgendermafen 
zusammen : 

«Dubourgs Angabe, dafi Hefe, welche ein Enzym nicht 
enthalt, zur Hervorbringung dieses Enzymes durch GewOohnung 
an das entsprechende Substrat veranlaft werden kann, ist un- 
richtig. Folglich ist auch der von Duclaux daraus gezogene 
SchluB, dafi das Verhalten der Hefen zu Zuckerarten nicht zur 
Charakterisierung der Arten benutzt werden kann, nicht richtig. » 

Gleichzeitig mit Dubourg hat Dienert!) dhnliche Ver- 
suche zur GewOhnung der Hefen an Zuckerarten angestellt 
und hatte besonders die Galaktose in den Bereich seiner Studien 
gezogen. Er kam zu dem Ergebnis, dafi die Resultate, welche 
Dubourg in bezug auf die Saccharide erhalten hatte, auch 
in bezug auf Galaktose gelten. 

Nach den negativen Ergebnissen Kl6ckers und seiner 
Kritik der Versuche von Dubourg schienen auch diejenigen 
von Dienert wenig Vertrauen zu verdienen. Indessen ist seit- 
dem die Tatsache, dai sich zahlreiche Bierhefen an die Ver- 
garung von Galaktose gewOhnen, mehrfach bestitigt worden. 

Schon friiher haiten Fischer und Thierfelder?) ge- 
funden, dafi zahlreiche Hefearten die Galaktose zu vergiiren 
imstande sind. Dies wurde in bezug auf Ober- und Unter- 
hefen von Ban*) und spiter von mehreren anderen Forschern 


') Ann. Inst. Pasteur, Bd. 14, S. 139, 1900. 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 27, S. 2031, 1894. 
*) Zeitschr. f. Spiritus-Industrie, 1896. 
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bestitigt. Anderseits existieren nach Voit, Cremer und Ban 
Hefen, welche Galaktose nicht vergiren. Zu dem gleichen Er- 
gebnis kam kiirzlich auf Grund ausfiihrlicher Versuche E. F. 
Armstrong. !) 

Dienert scheint seine Galaktose ziemlich vollstandig ge- 
reinigt zu haben; er behandelte sie zuerst nach Bourquelot 
mit Alkohol und entfernte hierauf die noch anwesende Glu- 
kose durch Saccharomyces Ludwigii. 

Die Anpassungsversuche fiihrte Dienert in folgender 
Weise aus: 

Er fiillte eine Anzahl Roéhren mit Hefe, welche teils an 
Glukose teils an Galaktose gewohnt worden war. In jedes der- 
selben wurden 5 ccm einer 6°/oigen Galaktoselésung gegeben. 
Man stellte dieselben in einen Thermostaten von 25° und notierte 
den Augenblick, in welchem sich eine Gasblase per Sekunde zu 
entwickeln begann. Dieser Augenblick wurde als Anfang der 
Giirung notiert. Alle Réhren, welche an Galaktose gewoéhnte 
Hefe enthielten, goren im Verlaufe von zwei Stunden. Diejenigen, 
die an Glukose gewoéhnte Hefe enthielten, zeigten wihrend 
24 Stunden und oft noch langer nicht die mindeste Girung. 
Es zeigte sich also eine grofe Differenz beziiglich des Beginns 
der Girung durch die einerseits an Glukose, anderseits an Galak- 
tose gewOhnte Hefe. Auffallend ist die Angabe, mit welcher 
Dienert seinen Bericht fortsetzt: 

«Une fois la fermentation du galactose commencée par ces 
derniéres, elle marche aussi vite qu’avec les levures habituées 
au galactose. Il faut done penser qu'un travail intérieur a dia 
se faire pendant la période d’inactivité de la levure.» 

Dieses Ergebnis ist mit unserer eigenen Erfahrung nicht 
vereinbar. Wir miissen weiter Dienert wortlich zitieren: 

«Nous laissons de coté pour le moment les levures de 
lactose. C’est que celles-ci, habituées au glucose, manifestent 
une certaine habitude au galactose. Ainsi, au bout de 2 heures, 
chez certaines de ces levures habituées au glucose, on obtient 
un commencement de fermentation du galactose, mais il faut 
ajouter qu’habituées au galactose ou au lactose ces levures 


') Proc. Roy. Soc. (B.), Bd. 76, 5. 600, 1905. 
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manifestent une activité vis-a-vis du galactose presqne inconnue 
chez les autres. Voici en effet quelques nombres. 


Levure lactose Oirigine La fermentation commence aprés 


Duclaux Saccharose 24 heures 
Galactose 1 heure 

Kayser Saccharose 2 heures 
Galactose 1 heure 
Lactose 30 minutes. » 


Uber das Verhiiltnis der Vergirung der Glukose und der 
Galaktose macht Dienert folgende Angaben: Laft man eine an 
Galaktose gewohnte Hefe auf eine Glukoselésung einwirken, so 
zeigt sich ein bestimmtes Verhiltnis zwischen den in 24 Stunden 
vergorenen Zuckermengen. Dieses Verhdltnis K erwies sich bei 
drei verschiedenen Hefen annéhernd konstant. 


Hefe Gewicht der Hefe in mg R 
Hefe Bass 108 1,6 
Hefe der Brennerei Alfort 91 1,65 
Weinhefe Nr. 6 85 1,5 


Um die Dauer der Anpassung zu bestimmen, wurden Ver- 
suche angestellt, welche Dienert durch folgende Tabelle wieder- 
gibt. In denselben bezeichnet 1 und 3 Hefen, welche an Glukose, 
2 und 4 Hefen, welche an Galaktose gew6hnt worden waren. 





Rohre 1 Rohre 2 Rohre 3 Rohre 4 
Man fiigt 4 ccm Glukose- Man fiigt 4 ccm Galaktose- 
ldsung zu lésung zu 
Die Garung beginnt nach 
2 Stunden 2 Stunden 48 Stunden 2 Stunden. 


Jede Gasentwicklung hort auf nach 





5 Tagen 5 Tagen 10 Tagen 5 Tagen. 


Man fiigt am Ende der Gasentwicklung zu 





Galaktose Galaktose Galaktose Glukose. 
Die Giérung beginnt nach 
5 Tagen 12 Stunden 1 Stunde 1 Stunde. 
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«Man setzt nun zur Rohre 4 Galaktose, dann beginnt die 
Giirung nach Verlauf von 12 Stunden. Diese beiden Beispiele 
zeigen also, dab, wenn eine an Galaktose gewohnte Hefe G'ukose 
vergirt, sie einen Teil ihrer Anpassung verliert. » 

Wir kénnen dieses Ergebnis nicht bestatigen. 

«En résumé, nous venons de voir et de démontrer qu'une 
levure dont le dévelopement s’était effectué en l'absence de 
galactose éprouve pendant un certain temps une sorte de ré- 
pulsion pur ce sucre avant de l’attaquer. Nous désignerons 
ce temps sous le nom de période d’accoutumance. » 

Je konzentrierter die ZuckerlOsung ist, an welche sich 
die Hefe zu gewOhnen hat, desto kiirzer ist nach Dienert die 
Dauer der Anpassung. «Certaines levures de lactose qui sem- 
blaient faire un groupe a part, a cause de leur courte durée 
d’accoutumance, rentrent dans la catégorie des autres levures 
quand on diminue la concentration de sucre du milieu de culture. » 

Dienert macht die Angabe, dafi die Hefe eine gewisse 
Menge Galaktose absorbiert. Er schlieBt dies daraus, dab eine 
Quantitét dieses Zuckers bei der Garung verschwindet, ohne 
dafi die entsprechende Menge Kohlensdure auftritt. Diese Er- 
scheinung schien dem genannten Autor fiir Galaktose charakte- 
ristisech zu sein. Auch dies ist nach unserer eigenen Erfahrung 
nicht der Fall; auch bei der Vergiérung von Glukose und Maltose 
tritt eine je nach Temperatur, Zucker- und Hefemenge variierende 
Differenz zwischen verschwundenem Zucker und entwickelter 
Kohlensiure auf. 

Nicht ohne weiteres verstindliche Ergebnisse teilt Dienert 
iiber den EinfluB von Toluol auf die Anpassung mit. «Das Toluol 
wirkt auf die Anpassung und auf die alkoholische Garung ein, 
und zwar mit der gleichen Energie, welches auch die Natur 
des zerlegten Zuckers sei. «Cette action du toluene est due 
i Vinfluence de ce corps augmenté de celle de l’alcool. 

Die theoretischen Betrachtungen, welche Dienert seinen 
Experimenten zufiigt, miissen im Original nachgesehen werden. 
Man mul} sagen, da dieselben ebenso wie die Darstellung der Ver- 
suche viele Unklarheiten enthialt. Es ist infolgedessen schwierig, 
einigermafien sichere Schliisse aus Dienerts Arbeit zu ziehen. 
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Sehr viel zuverlissiger als die Angaben von Dienert sind 
diejenigen von Slator,!) welcher ebenfalls fand, daf Hefen an 
die Vergérung von Galaktosen gewohnt werden koénnen. 

SchlieBlich ist noch eine interessante Mitteilung von Harden 
und Norris?) zu erwihnen; sie akklimatisierten Saccharo- 
myces Carlsberg | an Galaktose und fanden, da der aus 
akklimatisiéerter Hefe gewonnene Prefsaft ebenfalls die Fihigkeit 
besitzt, die Galaktose zu vergiren. Die Vergiirung dieser Zucker- 
art verlauft dann normal, Phosphate und Arseniate beeinflussen 
die Galaktosegirung in der gleichen Weise wie diejenige der 
Maltose und Glukose. 

Lindner hat neuerdings (Wochenschr. f. Brauerei 1911, 
Nr. 6) mit seiner Kleingérungsmethode bemerkenswerte Beobach- 
tungen tiber die Vergiirbarkeit der Galaktose und anderer Kohlen- 
hydrate mitgeteilt, auf welche wir bald zuriickkommen werden. 

Im Anschlufi an den Bericht tiber die Anpassungser- 
scheinungen, welche an Mikroorganismen beobachtet worden 
sind, sollen auch kurz die Versuche erwahnt werden, welche die 
sogenannte Regeneration der Hefen betreffen. Auch hier handelt 
es sich, wie schon Delbriick, Buchner, Lange u. a. her- 
vorgehoben haben, um eine Vermehrung des Enzymgehaltes der 
Hefe. Die Regeneration geschieht nach dem Verfahren von 
M. Hayduck*) durch Lagern der Hefe in einer stickstoffarmen 
Losung, welche etwa 8°/o Rohrzucker, etwa 0,1 g Dikalium- 
phosphat und 0,25°/o Magnesiumphosphat und Hopfenauszug 
enthielt. Aus der so behandelten Hefe wird ein Prefsaft ge- 
wonnen, dessen Garkraft in einem Fall um 85°/o, in dem anderen 
Falle um 44°/o erhoht war. Diese Anreicherungsversuche wurden 
dann von Buchner und Spitta*) aufgenommen; dieselben 
regenerierten nach obiger Methode 4 und 8 Stunden lang, trugen 
die Hefe unmittelbar darauf in Aceton ein und verarbeiteten 
sie auf Dauerhefe. Das erstrebte Ziel wurde nicht erreicht, im 
Gegenteil zeigten die erhaltenen Priparate eine um '/1 verminderte 





1) Journ. Chem. Soc., Bd. 93, S. 217, 1908. 

*) Proc. Roy. Soc., Bd. 82, S. 645, 1910. 

*) Wochenschr. f. Brauerei, 1884, Nr. 16, 26, 46. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 35, S. 1703, 1902. 
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Garkraft gegeniiber der Dauerhefe, die zur Kontrolle aus der 
nicht behandelten Hefe hergestellt worden war. «Als aber unter 
Benutzung der Angaben von M. Delbriick, Lange, KOnig und 
Haymann') die regenerierte Hefe in abgeprefitem Zustande 
einige Stunden bei niedriger Temperatur gelagert, und dann 
erst auf Dauerpriparat gearbeitet wurde, war in dem einen 
Fall eine Steigerung der Garwirkung gegeniiber dem Dauer- 
préparat aus der nicht regenerierten Hefe um 21°/o eingetreten, 
im anderen Falle wenigstens der Girwirkung des Kontroll- 
priiparates wieder erreicht worden. » 

Sehr eingehende Versuche tiber die Regeneration sind 1907 
von H. Lange?) mitgeteilt worden, welche einen wesentlichen 
Abschnitt der von Delbriick veranlaSten Untersuchung tiber 
den physiologischen Zustand der Hefe bilden. Lange behandelt 
seine Hefe mit einer LOsung von Asparagin und Kaliumphosphat, 
mit und ohne Zusatz von Zucker, und findet Anreicherung an 
Zymase zwischen 30 und 100°/o. Wie auch Buchner und 
Klatte*) in einer Besprechung von Langes Untersuchungen 
hervorheben, traten abnorme Steigerungen der Garwirkung auf 
das 7—8fache nur dann auf, wenn der Zymasevorrat im Aus- 
gangsmaterial ein sehr geringfiigiger war. Mit diesen Resultaten 
stehen auch die Versuche von Buchner und Klatte im Ein- 
klang, und es muf somit als feststehend betrachtet werden, 
dafi man durch das Regenerieren der Hefe ihren Zy- 
masengehalt nicht tiberdas sonst bekannte Maf hinaus 
steigern, sondern nur den verloren gegangenen auf 
die gewoOhnliche Hohe zuriickbringen kann. 

Dieses Resultat ist an gewissen Bierhefen gewonnen; man 
wird es nicht ohne weiteres auf andere Hefen ausdehnen diirfen; 
denn in solchen Zeiten, wie die zur Regeneration angewandten 
(4—10 Stunden), tritt in anderen Fallen, z. B. bei unseren 
Versuchen an Galaktose, unzweifelhaft eine Enzymvermehrung 
liber das urspriingliche Maf hinaus ein. 


') Jahrb. d. Versuchs- und Lehranst. f. Brauerei, Bd. 4, 5. 158, 


298, 1901. 
%) Wochenschr. f. Brauerei, Bd. 24, 5S. 417, 1907. 


’) Biochem. Zeitschr., Bd. 9, S. 415, 1908. 
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Die bis jetzt vorliegenden Literaturangaben zusammen- 
fassend, wird man sagen kénnen, dab die GewOhnung von 
Mikroorganismen an ungewohnte Nahrung und eine 
damit zusammenhangende Veranderung des Enzym- 
gehaltes festgestellt ist. ') 

Anderseits ist dieses qualitative Ergebnis das einzige, 
welches wir bis jetzt besitzen. Unter welchen Umstinden, bis 
zu welchen Grenzen Mikroorganismen dieser Anpassung fahig 
sind, vor allem ob Fille vorkommen, in welchen Enzyme, welche 
noch gar nicht vorhanden waren, in einer lebenden Zelle kiinst- 
lich erzeugt werden kénnen, mit welchen Eigenschaften die 
Anpassungsfihigkeit der Zellen verkniipft ist, iiber alle diese 
Fragen ist bis jetzt so gut wie nichts bekannt. 


Bildungsgeschwindigkeit der Galaktase. 


Zu den folgenden Versuchen wurde die Hefe H der hiesigen 
St. Eriks-Brauerei angewandt, und zwar teils Hefe, welche direkt 
dem Reinzuchtapparat entnommen war, teils frische Betriebshefe. 
Die Hefe wurde gewaschen und zur Ermittlung der urspriing- 
lichen Gérkraft sofort untersucht, und zwar sowohl in bezug 
auf die Vergirung der Glukose wie auf diejenige der Galaktose. 

Zur Anpassung wurde die Hefe in folgender W eise behardelt: 

Etwa 2 g der abgepreften Hefe wurden in 200 cem steri- 
lisierter Lindnerscher Niahrlésung eingetragen, welche fol- 
gende Zusammensetzung hatte: 

0,25 g Magnesiumsulfat 

5,0 » Orthomonokaliumphosphat 
4,0 » Asparagin 
20,0 » Zucker. 

In dieser LOsung wurde die Hefe bei Zimmertemperatur 
unter zeitweiligem Umschiitteln sich selbst iiberlassen. Nach 
einer gewissen Zeit wurde die Niéhrldsung von der Hefe ab- 
dekantiert, diese selbst gewaschen und auf Ton getrocknet. Der 
zuriickbleibende Wassergehalt wurde jedesmal durch Trocknen 
der Hefe bei 90° ermittelt. 





') Vgl. auch H. Pringsheim, Variabilitéit niederer Organismen, 
Berlin 1910. 
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Die so vorbehandelte Hefe wurde zur Bestimmung der 
Garkraft verwendet. 

Die Géarung wurde volumetrisch verfolgt. In 25 ccm 
5°/oiger Galaktoseldsung befanden sich 0,5 g vorbehandelte Hefe 
in kleinen Erlenmeyer-K6lbchen, welche durch Kapillarréhren 
mit Glasbiiretten verbunden waren. Die Entwicklung der Kohlen- 
sdure geschah unter Unterdruck von etwa 100 mm Quecksilber, 
vor den Ablesungen wurde geschiittelt, so daB eine Ubersattigung 
an Kohlensiiure sicher vermieden war. Die Temperatur der 
Giarung betrug 30°, sie ist fiir jede einzelne Versuchsreihe an- 
gegeben. Die vorbehandelte Hefe wurde auf Ton bis auf einen 
Feuchtigkeitsgehalt von 70—75°/o getrocknet. Die Angaben 
der Tabellen sind auf einen Feuchtigkeitsgehalt von 72°/o 
(= 28°/o Trockengehalt reduziert. 

In den folgenden Tabellen sind die Ergebnisse von 4 Ver- 
<uchsreihen mitgeteilt. Die erste derselben ist als Vorversuch 
zu betrachten; bei derselben kam «gereinigte Galaktose», ohne 
weitere Reinigung zur Anwendung. Die Serie II und III ist mit 
dem reinsten Kahlbaumschen Praparat, «Galaktose Kahl- 
baum», ausgefiihrt, bei der Serie IV wurde die gereinigte Ga- 
laktose mit frischer Hefe versetzt (10 g Hefe auf 500 ccm 
LOsung), um die Verunreinigung durch Glukose zu entfernen. 
Es hat sich gezeigt, daBh in diesem Falle die Garung der nicht 
vorbehandelten Hefe am geringsten war; sie betrug wenig mehr, 
als der Selbstgaérung der Hefe entspricht. Jedenfalls geht aus 
den Zahlen der zweiten Spalte der folgenden Tabelle hervor, 
dafi die Fahigkeit unserer Hefe, Galaktose zu vergiren, vor 
der Anpassung sehr gering ist. 

Galaktose. Versuch Ia. Gérungstemp. 30°. 

















Frische Vorbehandelt 
Minuten me 

Hefe 39 Std. | 62 Std. | 86 Std. | 112 Std. 
60 4,5 10 | 28 | 8 | 10,5 
120 8 20,5 | 2 | 26 | 28 
Lx0 9 30,5 | 385 | 40,5 | 37 
240) 10 4 | 54 | bd | 58 
300 10.5 49 | 67 +| 7 | 66 
360 11,2 59 80 R5 80 
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Glukose. Versuch Ib. Girungstemp. 30°. 
Vorbehandelt 
Minuten Frische Hefe — saan Waa 
39 Std. | 62 Std. 86 Std. 
60 24 20 | 20 18.5 
120 54 45 44 39.5 
180 76 64 | 63 58 
240 104 84 85 79 
300 129 104 | 108 99 
| | 
360 152 122 | 124 | 118 
Galaktose. Versuch II. Temp. 30,4°. 












































Vorbehandelt 
Minuten Frische Hefe eee: ' 
16 Std. {| 24 Std. 45 Std. 
60 4.2 6 | 8 | 12 
120 5.) 10.5 16 26 
180 6,1 14 21 | 39 
240 6,3 17.5 27 | 53 
300 6.5 21 | 34 | 65,5 
360 |  # — 24 | 39,5 | 88,5 
Galaktose. Versuch [Ila. Temp. 30,6°. 
Frische Vorbehandel|t 
Minuten ee a ai sa 
Hefe | 4 Std. | 10,5 Std.| 22 Std. | 37,5 Std.| 92 Std. 
60 39 5,0 6,0 72 | 95 11 
120 5,4 7,3 9.6 4 | 18 24 
180 6,0 8.7 12,3 20 | «(6 43 
240 6,3 . 15,2 32 37 63 
300 6,8 — — 44 46 78 
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Glukose. Versuch IIIb. Temp. 30,6°. 
a) 
Frische Vorbehandelt 
Minuten ees Pa nh iene 

Hefe 10,5 Std. | 22 Std. | 37,5 Std. | 92 Std. 
60 24 a5 | 22 | 23 | 21 
120 56 52,5 48 | 352 | 46 
180 84 79 7 | so =| 7 
240) 108,5 105 102 | 104 | 9B 
300 136.5 — | 127 | 132 | 418.5 
Galaktose. Versuch 1V. Temp. 30,8°. 
Frische Vorbehandelt 
Minuten F aa NEA CeCe KR Pimms 
Hefe 4Std. | 21 Std. | 39 Std. | 93 Std. 
60 18 25 | 7h | 86 9 
120 2.7 39 | 145 17,5 22 
180 3.0 50 36) 26,5 29 38 
24) 3,2 62 | 445 | 445 58 
300 3,4 7,5 | 53 | 56 69 
Galaktose. Temp. 30°. Temperatur d. Vorbehandlung: 10—11°. 
Frische Vorbehandelt 
Minuten : a eae ae, > oer ee = 
Hefe | 4 Std. | 18 Std, | 26 Std.| 45 Std. | 92 Std. |143 Std. 
60 30 | 33 | 38 | 45 | 65 | 97 | 10, 
120 3,7 45 | 48 6,5 | 125 | 19 21,5 
180 4.4 5.0 | 5,6 89 | 195 | 32 35 
24) 4.8 54 | 6,7 11,8 | 30,5 | 454 | 49 
300 5,1 ~ >a | - (ST a 

















Glukose. Temp. 30°. Temperatur d. Vorbehandlung: 10—11°. 





























. Frische Vorbehandelt 
Minuten pa “| r 
Hefe | 18 Std. | 26 Std. | 45 Std. | 92 Std. | 143 Std. 

60 23.5 24 | 2% 29.5 22 29 
120 54 53 | 52 53 45 49 
180 79 76 =| 78 77 67 74 
240 104 102 | = 108 102 92 98 
300 131 2}; — 126 | — _ 
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Die folgenden Figuren 1 und 2 geben eine Ubersicht iiber 
die beiden besten Versuchsreihen II und IV. 

Der Bestimmung der Vorbehandlungszeiten haftet insofern 
eine gewisse Unsicherheit an, als man annehmen kénnte, dab 
wahrend der Ausfiihrung der Garungsversuche zur Bestimmung 
des Galaktasegehaltes') eine Anpassung stattfindet. Es wurde 
deshalb untersucht, wie gro8 der Einfluf einer Vorbehandlung 
mit reiner Galaktoseldsung, also in Abwesenheit der iibrigen 
Bestandteile der Niihrldsung, ist. Um diesen Anpassungsversuch 
mit den Garungsversuchen ganz vergleichbar zu machen, kam 
eine 5°/oige Galaktoselésung zur Anwendung. 
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0 20) 40) 60 s0cemCO, 0 2 40 6) 8 cem CO, 


Die Ziffern 0, 16, 24 und 45 bedeuten Die Ziffern 0, 4, 21, 39 und 93 bedeuten 
die Zeit der Vorbehandlung in Stunden. die Zeit der Vorbehandlung in Stunden. 


Fig. 1. Fig. 2. 

Die Tabellen A und B des Versuches V zeigen, daf die 

Anpassung ganz bedeutend langsamer geschieht, wenn die 

Zuckerlésung stickstoff- und salzfrei ist; die Anpassung erfolgt 

dann so langsam, dai die Garungszeit gegeniiber der Vorbehand- 
lungszeit nicht in Betracht kommt. 





‘) Wodurch die Fabigkeit der Hefe, Galaktose zu vergiaren, be- 
dingt wird, ob ein besonderes Enzym, welches die Galaktose in eine 
andere Hexose verwandelt, dazu erforderlich ist, steht bis jetzt noch 
nicht fest. Wir pezeichnen also hier einstweilen der Kiirze wegen als 
Galaktase denjenigen enzymatischen Bestandteil der Hefe, welcher die 


Vergarung der Galaktose ermdglicht. 
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Versuch V. 




















A. 
ee Vorbehandelt 4 Stunden 
Mi Frische STI ete emis A tie-in 
aie Hefe 2°/o Galaktose mit | 5°/o Galaktose ohne 
Nahrlésung | Nahrlésung 
60 18 25 | 2.4 
120 2.7 39 | 3,5 
180 3,0 5,0 4,0 
B. 
LO aagg«gg«ggaSa  ————————————————————— EEE 
a Vorbehandelt 45 Stunden 
munaten Hefe 2% Galaktose mit | 5°%/o Galaktose ohne 
Nahrlésung | Nahrlésung 
60 42 12 | 5,9 
120 5,5 26 | 10,1 
180 6,1 39 | 13,1 
240 6,3 53 | 14,8 
300 6.5 65.5 | 18 








Dieses Ergebnis scheint uns an und fiir sich bemerkens- 
wert. Es deutet darauf hin, dafi die Anpassung wenigstens der 
Hauptsache nach an die Neubildung von stickstoffhaltiger Sub- 
stanz gekniipft ist. Es ist hiernach wahrscheinlich, und damit 
stehen auch alle anderen Versuchsergebnisse im Einklang, dab 
Anderungen des Enzymgehaltes wie die hier gefundenen unter 
Neubildung von Zellen also im Verlauf mehrerer Generationen 
eintreten. 

Die Versuche VI und VII wurden angestellt, um zu er- 
mitteln, ob die Anpassung der Hefe an Galaktose bei darauf- 
folgender Kultur in Glukosel6sungen konstant bleibt, bezw. in 
welcher Zeit diese Anpassung wieder verschwindet. 

In Versuch VI wurde die Hefe wie gewohnlich mit 2°/o 
Galaktose enthaltender Nahrlésung und zwar 94 Stunden vor- 
behandelt; in dieser Zeit war also sicher das Maximum des 
Galaktasegehaltes erreicht. Die hierauf der Galaktoseloésung 
entnommene Hefe wurde gewaschen und in eine 2°/o Glukose 
enthaltende Nihrlésung eingetragen, in welcher sie 4 Stunden 


verblieb. 
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Versuch VI. 


























5 celia an Sal Ra Mit Galaktose 94 Std. und — 
Mit Galaktose 92 Std. vor- | hicrauf mit Glukose 4 Std. 
Zeit = __ behandelte Hefe- = = _ vorbehandelte Hefe. 
Garung in Girung in 
Galaktose a Glukose b Galaktose a Glukose b 
Min. cem CO, | ccm CO, ecm CO, cem CO, 
60 1 | 21 12 22.5 
120 24 | 46 22 38 
180 43 | 7 36 56 
240 63 | 93 51 70 
300 78 | 118.5 65 96 
b _ 1.50 ——_"" 
a a 
Versuch VII. 
“—_- Mit Galaktose 92 Std. und 
‘ - . as . , ™ 
Mit Galaktose 92 Std. vor hierauf mit Glukose 71 Std. 
Zeit a _behandelte Hefe __vorbehandelte Hefe _ 
Gadrung in Garung in 
Galaktose a | Glukose b Galaktose a Glukose b 
Min. ecm CO, - eem CO, ccm CO, cem CO, 
60 11 | 21,5 63 | 18 
120 4 | 46 125 | 36 
180 43 | 71 21 | ay 
240 63 | 93 31 | 68 
300 78 | 118.5 W | 85 
D150 b 919 
a a 








In Versuch VII dauerte die Vorbehandlung mit Galaktose 
ebenfalls 92 Stunden, die hierauf folgende Glukosebehandlung 
71 Stunden. 

Die Versuche zeigen, daB die Anpassung auch nach 
langerer Kultur in der urspriinglichen Nahrlésung in recht hohem 
Grade erhalten bleibt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVIIL 18 
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Die Geschwindigkeit, mit welcher lebende Hefe Kohlen- 
siure aus Zucker entwickelt, l4Bt sich bekanntlich nicht durch 
eine Konstante erster Ordnung ausdriicken. Will man also die 
Vergirungskraft verschiedener Hefen vergleichen, so wird man 
entweder die Zeiten vergleichen, in welchen eine gewisse Anzahl 
Kubikzentimeter CO, entwickelt wurde, oder die in der Zeit- 
einheit entwickelte Anzahl Kubikzentimeter CO,. Will man den 
Einfluf{ von Nebenwirkungen, welche mit fortschreitender Re- 
aktionsdauer zunehmen, mdoglichst eliminieren, so wird man, 
besonders in unserem Fall, letzteres vorziehen; bleibt die Anzahl 
entwickelter Kubikzentimeter CO, klein gegen diejenige, welche 
iiberhaupt entwickelt werden kann, so wird man die so ge- 
messene Geschwindigkeit mit der katalysierenden Kraft der 
Hefe und also, bei gegebener Hefemenge, mit der Menge des 
darin enthaltenen entsprechenden Enzyms proportional setzen 
diirfen. 

Die folgenden Kurven geben also indirekt die Abhingig- 
keit des Galaktosegehaltes der Hefe von der Dauer der Vor- 
behandlung an. 

100 ere Wie aus den Kurven 
Wx {| Ml! x} der Figuren 3 und 4 her- 
' vorgeht, ist die Geschwin- 
|_} digkeit, mit welcher eine 
) | Hefe die Fahigkeit der Ga- 
I laktosevergirung ausbil- 
/ det, eine unter gegebenen 
Umsténden  reproduzier- 
’ bare und mefbare Grofe. 
20 a In bezug auf diese Fihig- 
aa a keit erreicht die Hefe nach 

vd einiger Zeit einen Grenz- 
wert, welcher bei weiterer 
Kultur im gleichen Medium 
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Zeit der Vorbehandlung. Stunden. 












































1 2 oOo ee cem in 5O Min. 
Fig. 3. 


nicht mehr iiberschritten wird. 

Die Geschwindigkeit der Enzymbildung scheint anfangs 
verzogert zu sein; man wird anzunehmen haben, daf in dieser 
Periode eine Hemmung beseitigt oder eine katalysierende Sub- 
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Fig. 4. 
stanz gebildet wird. Der erste Teil der Anpassungskurven soll 
noch eingehend untersucht werden. Bis derselbe aufgeklart ist, 
wird man als Anpassungsgeschwindigkeit diejenige Zeit 
bezeichnen, welche ein Organismus braucht, um von einem 
Normalzustand aus die Halfte der unter den betreffenden Um- 
stiinden erreichbaren enzymatischen Fahigkeit zu erlangen. 

Die Anpassungsgeschwindigkeit diirfte eine fiir Organismen 
nicht unwichtige Konstante darstellen, und man wird zunachst 
zu ermitteln suchen, mit welchen anderen mefbaren physio- 
logischen Eigenschaften diese Konstante in Zusammenhang steht. 
Zeigt es sich, dai gewisse Organismen sich allgemein durch 
hohe Anpassungsgeschwindigkeiten verschieden duferen Ein- 
fliissen gegeniiber auszeichnen, so wird man in diesen Geschwin- 
digkeiten ein Maf fiir die Eigenschaft finden, welche zuweilen 
als Vitalitat bezeichnet wurde. 

Wir sind damit beschéftigt, den Einflu8 der Temperatur 
und der Konzentration der Néhrlésung auf die Anpassungs- 
geschwindigkeit zu messen, und méchten uns bis dahin die 
Diskussion unserer Versuchsergebnisse vorbehalten. 


18* 





Uber den fermentativen Abbau der Cellulose. ') 
Von 


Hans Pringsheim. 





(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18, Marz 1912.) 


Der rein hydrolytische Abbau der Cellulose durch Fer- 
mente ist bis auf den heutigen Tag ein ungeléstes Problem 
der physiologisch-chemischen Forschung gewesen.?) Zwar findet 
sich in der Literatur bisweilen der Gebrauch der Bezeichnungen 
«Cellulase» oder «Cytase», hergeleitet von der Funktion des fiir 
diesen Abbau in Frage kommenden Fermentes. Seine Wirkungs- 
weise und vor allem die Art der von ihm aus echter Cellu- 
lose gebildeten Stoffe sind noch vollig unbekannt. Was immer 
iiber den zytohydrolytischen Abbau bekannt gegeben wurde, 
bezog sich nicht auf die Spaltung der echten Cellulose, sondern 
auf die der Hemicellulosen,*) die mit ihren Spaltungsfermenten 
vergemeinschaftet in vielen Pflanzen vorkommen. Denn diese 
Polysaccharide dienen als Reservematerial der Pflanzen und 
sie miissen durch Fermente in lésliche Form gebracht werden, 
wenn sie im Bedarfsfalle in den Stoffwechsel der Pflanzen 
gerissen werden sollen. Die echte Cellulose dient als Stiitz- 
material fiir die Pflanzen; sie wird deshalb von ihrem Stoff- 
wechsel unberiihrt gelassen. Die pflanzenfressenden Tiere ver- 
mogen zwar Cellulose zu verdauen; sie sind in dieser Fahigkeit 


') Vorgetragen in der Sitzung der Deutschen Chemischen Gesell- 
schaft am 26. Februar 1912. 

*) Vgl. hier: C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkung, 
Leipzig 1910, 3. Auflage, Spezieller Teil, Sechstes Kap., 5. 110. 

’) Aus der umfangreichen Literatur vgl. vor allem: Reinitzer, 
Diese Zeitschrift, Bd. 23, S. 175 (1897); Newcombe, Annals of bot., 
Vol. 13, p. 49 (1899); Schellenberg, Flora, Bd. 98, 5S. 257 (1908). 
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aber von den ihren Verdauungstraktus bewohnenden Bakterien 
abhingig.'!) So kommt die Fahigkeit, Cellulose zur Lésung zu 
bringen, nach den bisherigen Forschungsergebnissen ausschlieB- 
lich den Mikroorganismen zu, die die Cellulose auf verschiedene 
Weise und unter verschiedenartiger Nebenwirkung auf ihren 
sonstigen Stoffwechsel, bei niederen und hohen Temperaturen, 
bei Zutritt und bei AbschluB von Luft, mit geringerer oder 
groBerer Schnelligkeit abzubauen befihigt sind. 

Alle bekannten Celluloseverzebrer unter den Mikro- 
organismen aber gehen in ihrer Wirkungsweise tiber den 
rein hydrolytischen Abbau der Cellulose hinaus. Sie bilden 
Stoffwechselendprodukte, die den Weg des Abbaus der Cellu- 
lose in keiner Weise zu erkennen gestatten, Produkte, die auch 
bei anderen Garungen beobachtet wurden, wie Methan, Wasser- 
stoff, Kohlensaéure, und neben geringen Mengen Milchsiéure vor- 
nehmlich niedere Fettséuren. Traubenzucker, das ausschlieBliche 
Produkt der energischen Séurehydrolyse der Cellulose, konnte 
im Stoffwechsel der Cellulose zersetzenden Mikroorganismen 
nie aufgefunden werden, und die Frage war ungelést, ob dem 
energischen Prozefi der Cellulosegérung tiberhaupt eine Hydro- 
lyse vorangehen mul, zumal wir wenigstens von Schimmel- 
pilzen wissen, dafi sie Disaccharide auch ohne den Besitz der 
respektiven hydrolytischen Fermente verbrennen kénnen.?) Eine 
einzige Bemerkung in der Literatur*) labt die Vermutung ge- 
rechtfertigt erscheinen, daB in einem nach dem Buchnerschen 
Verfahren aus dem Hausschwamm, Merulius lacrymans, her- 
gestellten Prefsaft ein Cellulose spaltendes Ferment vorhanden 
war. Dieser Saft zeigte eine gewisse Einwirkung auf die 
Blatter von Elodea, denn er lief bei mikroskopischer Beobachtung 
eine Korrosion der Tiipfel erkennen. Aber auch hier ist die 
Einwirkung auf echte Cellulose unbewiesen und tiber die Art 
der Spaltungsprodukte wird nichts ausgesagt. 





1) Vgl. vor allem: Scheunert, Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 9 (1908), 


sonst Oppenheimer, Il. c., S. 115. 

*) H. Pringsheim und G. Zemplén, Diese Zeitschrift, Bd. 62, 
S. 367 (1909). 

5) Kohnstamm, Beihefte zum bot. Zentralb]., Bd. 10, S. 90 (1901). 
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Theoretischer Teil. 


Da nun die Zerlegung der Cellulose in der Natur auf 
die Mikroorganismen beschraénkt zu sein scheint, so mubte 
nach dem hydrolytischen. Ferment dieses Abbaus im KO6rper 
dieser Lebewesen geforscht werden. Der erste Gedanke war, 
es in einem nach dem Buchnerschen Verfahren aus ihnen 
dargestellten Prefisaft aufzufinden. Hierfitir kamen die Cellulose 
energisch zersetzenden Bakterien nicht in Betracht, da sie 
von der Cellulose, auf der sie ausschlieBlich gedeihen und der 
sie fest anhaften, nicht zu trennen und wegen ihrer Kleinheit 
nur schwer zu zerreiben sind. Es wurde daher zuerst an die 
Darstellung eines Prefsaftes aus Cellulose zersetzenden 
Schimmelpilzen gedacht. Solche Pilze kann man nach dem 
Verfahren von G. van Itenson!) ziichten und sie dann auf 
Wiirgegelatine in Reinkultur gewinnen. Einige der so geziich- 
teten nicht niher bestimmten Pilze, die aber nach ihrem Wachs- 
tums-Habitus zu den wahren Holzzerstorern gehorten, zersetzen 
Filtrierpapier ziemlich stark. Sie gedeihen aber auf der Cellu- 
lose nur langsam und sind von ihr, da sie das Papier durch- 
wachsen, nicht zu trennen. Reichliche Pilzernten kann man 
auf Zuckerlésungen gewinnen; der aus ihnen dargestellte Pref- 
saft enthielt aber kein Cellulose spaltendes Ferment, was nicht 
verwunderlich ist, da Zucker als Spaltungsprodukte der Stirke 
auch die Amylaseproduktion hemmen.?) Wurden aber auf 
Papier gewachsene Pilze durch kraftiges Schiitteln mit Toluol 
abgetétet, so machte sich, worauf schon van Itenson hin- 
gewiesen hat, nach mehrtigiger Inkubation bei der dem Wachs- 
tum der Pilze angepaften Temperatur eine vorher nicht be- 
merkbare Reduktion der Fehlingschen Losung durch die 
urspriingliche Nihrfliissigkeit geltend. In dieser Nahrlésung 
lieB sich dann Glukose als Phenylglukosazon nachweisen, wo- 
durch der Beweis erbracht war, daB die Schimmelpilz- «Cellu- 


') G. van Itenson jr., Verslagen der Koninglijke Akademie van 
Wetenschappen te Amsterdam 1903, Deel XI, p. 807; Zentralbl. f. Bakt., 
Il. Abt., Bd. 11, S. 689 (1904). 

*) Vgl. hierzu: Hans Pringsheim, Die Variabilitaét niederer 
Organismen, Berlin 1910, Kap. XIII, S. 76. 














| 4 
z 
A 
4 
' 














lj 
i 3 
i: 














' * 
, 
3 
‘ 


paveaperpiry PAN Sa 











Uber den fermentativen Abbau der Cellulose. 269 


lase» aus dem Papier Glukose abspaltet. Dieses Resultat war 
fiir die auf Traubenzucker gut gedeihenden Pilze vorauszusehen. 
Ein Zwischenprodukt des Celluloseabbaus zu fassen, erschien 
aber bei den geringen Mengen des gebildeten Zuckers, die sich 
wegen des schlechten Wachstums der Pilze auf Papier nicht 
beliebig steigern liefien, wenig aussichtsvoll. Auch war durch 
den Ausfall des Versuches mit den Schimmelpilzen keineswegs 
der Beweis erbracht, daB die weit energischeren und fiir die 
Zersetzung der Cellulose im Boden weit wichtigeren Bakterien- 
Cellulosezersetzer den Abbau auf demselben Wege vollziehen 
wiirden. Denn sie kénnen nach allen bisherigen Erfahrungen 
ausschlieflich nur auf Cellulose und nicht auf Zuckerlisungen 
wachsen. 

Um den Abbau dieser zu erforschen, waren folgende Ge- 
dankengiinge ausschlaggebend. Unter kriftiger Gasabgabe vor 
sich gehende Girungen kOnnen, wie man sich tiberzeugen kann, 
durch Antiseptika zum Stillstand gebracht werden. Diese Er- 
scheinung kann auf zwei Weisen erklirt werden. Entweder 
sind die solche Giirungen veranlassenden Fermente selbst 
gegen die Einwirkung milder Antiseptika unbestindig, d. h. sie 
werden von ihnen zerstOrt oder die Fermente sind endoenzy- 
matischer Natur. Im letzteren Falle wiirde zugleich mit dem 
Tod der Zelle eine Sistierung der osmotischen Zirkulation ein- 
treten, welche die Beriihrung der Fermente mit ihren spezi- 
fischen Umsatzstoffen verhindern wtirde. Welcher der beiden 
genannten Griinde fiir die Aufhebung einer Girung durch ein 
Antiseptikum entscheidend ist, diirfte im einzelnen Falle schwer 
zu entscheiden sein. Mit Sicherheit la6t sich der Beweis tiber- 
haupt nur dann erbringen, wenn es nach Aufsprengung der 
Zelle gelingt, in ihrem Saft positive Fermentwirkung nachzu- 
weisen. Denn der negative Befund ist noch kein Beweis dafiir, 
dafi das Ferment nicht in der Zelle vorhanden war.'!) — Anderer- 
seits aber sind bekanntlich die hydrolytischen Fermente auch 
bei Anwesenheit antiseptischer Stoffe wirksam, wie aus der 





‘) Vgl. hierzu: H. Pringsheim und G. Zemplén, Diese Zeit- 
schrift, Bd. 62, S. 367 (1909); E. Abderhalden und H. Pringsheim, 
Ibid., Bd. 65, S. 180 (1910). 
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grofen Zahl der in Gegenwart von Toluol, Chloroform usw. 
ausgefiihrten Hydrolyseversuche hervorgeht. Kombiniert man 
diese beiden Erfahrungen, so kommt man zu einer Méglichkeit, 
den hydrolytischen Abbau von dem der Vergiérung der Abbau- 
produkte zu trennen, gewissermafen eine Fraktionierung der 
gemischten Fermente eines Organismus vorzunehmen, bei der 
die Hydrolyse erhalten bleibt und die Giérungsfermentwirkung 
aufgehoben wird! 

Auf Grund dieser Spekulation wurde versucht, den hydro- 
lytischen Abbau der Cellulose vergérenden Bakterien von ihrem 
Girvermégen zu trennen. Bei einer normalen Cellulosegérung 
lassen sich rein hydrolytische Spaltungsprodukte des Poly- 
saccharids nie nachweisen; die Garung geht immer weiter und 
sie fiihrt zu Stoffwechselendprodukten, welche fiir die in den 
Kreis meiner bisherigen Untersuchung gezogene Vergérung 
der Cellulose durch verschiedene Arten ihrer bakteriellen Ver- 
girer wie folgt befunden wurden: 1. Methangérung der Cellu- 
lose: Methan, Kohlenséure und niedere Fettsiuren bis zur 
Buttersiure. 2. Wasserstoffgérung der Cellulose: Wasserstoff, 
Kohlensiiure und niedere Fettséuren bis zur Buttersdure. 
3. Thermophile Cellulosegérer: Methan, Wasserstoff, Kohlen- 
siure, Ameisensiure und Essigsdéure. 4. Denitrifizierende Cellu- 
losebakterien: Stickstoff und Kohlensaéure.') Will man in einer 
der vier hier genannten Gérungen das hydrolytische Ferment 
der Cellulose zur ausschlieBlichen Wirkung bringen, so muf 
man zuerst die zu untersuchende Garung einleiten, wie das 
im experimentellen Teil beschrieben werden wird, dann muf 
man abwarten, bis sie sich auf die gréStmdgliche Hohe der 
Wirksamkeit erhoben hat, was man an der Energie der Gas- 
abgabe beurteilen kann, und darauf muf die Gérung durch den 
Zusatz eines geeigneten Antiseptikums ruckweise zum Still- 
stande gebracht werden. Das pl6tzliche und nicht allmihliche 
Anhalten der Girung ist Bedingung fiir die Ansammlung der 


') Genaueres iiber diese Gérungen findet sich in meinem vor dem 
Sonderausschufi fiir Bodenbakteriologie der Deutschen Landwirtschafts- 
gesellschaft am 19. Februar 1912 gehaltenen Vortrag. Mitteilungen der 
D.L.G., 1912. 
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hydrolytischen Spaltungsprodukte, die sich als Zucker erweisen. 
Bei langsamer Unterbrechung des Girvorgangs oder bei Wieder- 
eintritt einer auch nur schwachen Girung kénnen keine Zwischen- 
produkte nachgewiesen werden, da sie dann zuerst und ehe 
sie durch neue Spaltungsprodukte der Cellulose ersetzt sind, 
dem Girungsferment verfallen und so aus der Niihrfliissigkeit 
der Cellulosebakterien verschwinden. 

Die Ansammlung der Spaltungsprodukte gibt sich durch 
eine schwache Reduktion der Girfliissigkeit gegen Fehlingsche 
Losung kund. Man priift am besten nach Zusatz von etwas 
Sodal6sung, um den als fettsaures Salz geldsten Kalk aus- 
zufallen. Wie nun der Zerfall der Cellulose durch die bei 
niederen Temperaturen bis zur Bruttemperatur von 37° wirk- 
samen Bakterien ein langsamer ist, der Art, dali zur v6lligen 
Loésung weniger Gramm Cellulose in ein paar Litern Nahr- 
flissigkeit mehrere Monate notig sind, so ist auch die hydro- 
lytische Spaltung ein nur langsam eintretender Vorgang, der 
nie zu einer reichlichen Sammlung von Hydrolyseprodukten 
fiihren kann. Denn die Wirkung der hydrolytischen Fermente 
bleibt, wie die aller andern in Lésungen befindlichen Fermente, 
nur eine beschrénkte Zeit lang bestehen. Dann werden sie 
durch Zerfall, meist wohl unter dem Einflufi einer Proteolyse, 
unwirksam. Man mul} also mit grofen Fliissigkeitsmengen 
arbeiten und sie zur Isolierung der gebildeten Zucker bei einer 
diese nicht verandernden Temperatur im Vakuum eindampfen, 
wenn man zu einer fiir ihre Identifizierung geniigenden Menge 
von Charakterisierungsprodukten gelangen will. Bei der Methan-, 
der Wasserstoff- und der denitrifizierenden Girung der Cellu- 
lose tritt also eine erste sich durch Reduktion kundgebende 
Anhaufung von Zuckern erst in ein paar Tagen bis zu einer 
Woche ein. Der Gedanke war hierbei in Erwiigung zu ziehen, 
ob nicht héhermolekulare Celluloseabbauprodukte nicht redu- 
zierender Natur in der Zwischenzeit gebildet wiirden? Hier 
war die Voraussetzung zu machen, daf} solche durch Saure- 
hydrolyse in reduzierende Zucker gespalten werden wiirden. 
Der Versuch lehrte, da das nicht der Fall war, und dab der hydro- 
lytische Abbau, wie wir sehen werden, direkt zur Cellobiose 
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fiihrt, ebenso wie die Starke durch fermentative Hydrolyse als 
erstes einheitliches Produkt das Disaccharid, die Maltose, gibt. 
Weit energischer als die besprochenen Gérungen wirkt 
die durch thermophile Bakterien auf die Cellulose. Was sich 
durch erstere in Monaten erreichen lift, die LOsung von ein 
paar Gramm Cellulose, kann durch die thermophilen Bakterien 
in ebenso viel Tagen erreicht werden. Dem entspricht auch 
eine weit schnellere Anhiufung der Spaltungsprodukte unter 
dem Einflufi antiseptischer Stoffe. Schon nach 24 Stunden 
macht sich hier eine verhiltnismafbig starkere Reduktion gegen 
Fehlingsche Lésung bemerkbar, und schon nach wenigen 
Tagen ist die Cellobiose vollig in Glukose gespalten. Denn 
unter normalen Temperaturverhaltnissen ging der Abbau tiber 
das Disaccharid hinaus bis zum Monosaccharid, wofiir offenbar 
das gleichzeitige Vorhandensein der «Cellobiase» in den Cellulose- 
vergirern verantwortlich war, eines Fermentes, das im Emulsin 
und in verschiedenen Schimmelpilzen aufgefunden wurde. ') 


Der EinfluB der Temperatur auf den Celluloseabbau. 


Das Temperaturoptimum der Cellobiase, das bei 46° ge- 
funden wurde,?) liegt genau in der Mitte zwischen den Tempe- 
raturbediirfnissen der Thermophilen-Cellulosezersetzer, welche 
bei 55° kultiviert wurden, und den der andern Cellulosebakterien, 
die bei 37° zum Wachstum gelangten. Da nun bei den ge- 
woOhnlichen Methan- und Wasserstoffvergirern wie auch bei 
den Denitrifizienten in Analogie mit dem verspateten Auftreten 
der ersten Spaltungsprodukte im Gegensatz zu den Thermo- 
philen auch eine weit langere Zeit von mehreren Wochen 
verstreichen muBte, bis die Cellobiose komplett in Glukose ge- 
spalten war, so muf dieses Ergebnis nicht so sehr dem EinfluS 


') Skraup und Kénig, Monatshefte f. Chemie, Bd. 22, S. 1011 
(1901); E. Fischer und Zemplén, Annalen der Chemie, Bd. 365, S. 1 
(1909); Bd. 372, S. 254 (1910); H. Pringsheim und Zemplén, l. c.: 
G. Bertrand und Holderer, Bull. de la Soc. chim. de France, Série 4, 
t. 7, p. 177 (1910). 

2) G. Bertrand und Compton, Bull. de la Soc. chim. de France, 
Série 4, t. 9, p. 100 (1911). 
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der Temperatur wie der Menge oder Aktivitét des vorhandenen 
Fermentes zugeschrieben werden. 

Es wurde dann die Frage zur Entscheidung gebracht, 
innerhalb welcher Temperaturgrenzen die Cellulase iiberhaupt 
zu wirken vermag. Hierfiir kam das Ferment der energischen 
Thermophilen-Zersetzer zur Verwendung. Sie wurden wiederum 
bei 55° geziichtet. Im Stadium starker Gasabgabe wurde die 
Garung nun durch Zusatz der passenden antiseptischen Substanz 
unterbrochen und nun nicht wie friiher bei der fiir das Wachstum 
der Bakterien notigen ‘emperatur von 55°, sondern bei andern 
Temperaturverhaltnissen aufbewahrt. Das Resultat dieser 
Versuche war recht bemerkenswert. Es zeigte sich niamlich, 
dafi die Cellulase innerhalb eines sehr weiten Temperaturge- 
bietes wirksam ist. Sie zersetzt die Cellulose bei den zwischen 
20 und 70° liegenden Temperaturen, also innerhalb eines Tem- 
peraturgebietes von 50°, so daB sie beziiglich ihrer Anspruchs- 
losigkeit in dieser Richtung die meisten Fermente tbertreffen 
diirfte. Bei 10° war ebenso wie tiber 70° kein Angriff des 
Fermentes auf die Cellulose mehr zu beobachten. Sehr klar 
geht aus diesen Befunden hervor, dafi die Fermentwirkung 
und das Leben der Cellulosebakterien getrennte Erscheinungen 
sind. So weit bekannt, wird die Vergérung nur innerhalb 
der Temperaturgrenzen der Lebensfunktion vollzogen. Sie steht 
also im scharfen Gegensatz zur Hydrolyse der Cellulose. Dies 
lief sich durch einen einfachen Versuch verdeutlichen. Ent- 
nimmt man eine stark girende thermophile Cellulosekultur dem 
auf 55° eingestellten Thermostaten, so hért die Gérung sofort auf. 
Da nun das hydrolytische Ferment auch bei 20° noch seine 
Wirkungsweise entfaltet, so mubte es mdglich sein, durch blobe 
Temperaturdifferenz zu den intermediiren Abbauprodukten der 
Cellulosegiirung zu gelangen. Dies war in der Tat der Fall. Schon 
nach 24 Stunden reduzierte die bei 20° auf bewahrte Garfliissigkeit, 
in der wihrend dieser Zeit also die Giérung sistiert war, die Feh- 
lingsche Lésung, und in diesem, wie in allen andern Fallen, die 
hier angefiihrt werden, konnte der abgespaltene Zucker durch 
sein Osazon nachgewiesen werden. Hier war also eine Fraktionie- 
rung der Fermente durch blofe Temperatureinwirkung gelungen. 
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Die Hoffnung, so weit entfernt vom Temperaturoptimum der 
Cellulase, also 35° unter diesem, die Wirkung dieses Fermentes 
aufzuheben und den Abbau bei der Cellobiose anzuhalten, wurde 
nicht verwirklicht. Auch bei 20° ging die Hydrolyse der Cellulose 
teilweise tiber die Cellobiose hinaus und als Hauptprodukt 
wurde Glukose gefaft. Aber auch das Problem der doppelten 
Fraktionierung der drei Fermente der Cellulosebakterien derart, 
dal} das Garungsferment und die Spaltung der Cellobiose aus- 
geschaltet und nur die Cellulaseaktivitét bestehen gelassen 
wurde, ist schlieBlich gelést worden. Bei 67° némlich, also 
nahe am Tétungspunkt der Cellulase, wurde bei gleichzeitiger 
Unterdriickung des Girfermentes durch das Antiseptikum auch 
die Cellobiase auber Titigkeit gesetzt. Bei dieser Temperatur 
gelang es, den Celluloseabbau so zu leiten, daf als einziges 
Hydrolyseprodukt Cellobiose erhalten wurde. 

Es fragt sich, ob man aus diesem Befund den Schlufb 
ziehen darf, dai das Gesamtmolekiil der Cellulose aus Cello- 
biosekomplexen zusammengefiigt ist? In der Beantwortung 
dieser Frage muf} man sehr vorsichtig sein. Von vornherein 
war nicht ohne weiteres die MOéglichkeit zu verneinen, daf 
durch das cytolytische Ferment nur ein Teil des grofen Molekiils 
der Cellulose angegriffen werden kénne und ein zuerst un- 
angegriffener Rest dann in anderen Spaltungsprodukten zu losen 
sei. Um dieser Méglichkeit zu begegnen, wurde das nach der 
fermentativen Zersetzung restierende Filtrierpapier, welches 
in der Hauptzahl der Versuche als Cellulosematerial angewandt 
wurde, nach entsprechender Reinigung immer zu neuen Abbau- 
versuchen verwandt. Immer aber wurden dieselben Spaltungs- 
produkte erhalten. Auch konnte ich mich tiberzeugen, dab 
durch die hier genannten und noch andere Arten Cellulose 
zersetzender Mikroorganismen!) eine restlose Lésung des 
Polysaccharids erreicht werden kann. Hier sei auch erwahnt, 
dafi beim Abbau der Watte eine in derselben Richtung wie 
bei dem des Papiers verlaufende Hydrolyse vor sich geht. Die 
Kombination dieser Tatsachen erleichtert es, den Gedanken 
zu fassen, dal das Gesamtmolekiil der Cellulose sich aus 


') Vgl. den |. c. genannten Vortrag. 
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Cellobiosekomplexen zusammensetzt. Weiter sollte man in 
den Schluffolgerungen aus den hier angefiihrten Tatsachen 
nicht gehen. 

Eins steht jedenfalls schon jetzt fest, dali einer Vergarung 
der Cellulose eine Hydrolyse in Cellobiose und Glukose voraus- 
geht, gleichgiiltig welches die Endprodukte des Stoffwechsels 
der verschiedenen Cellulosezersetzer sein mégen. Das hydro- 
lytische Ferment der hier untersuchten vier Arten von Cellu- 
losevergirern ist stets das gleiche und es verdient — mit 
AusschluB aller andern Fermente, denen der ihm zukommende 
Name bisweilen gegeben wurde, z. B. den Spaltungsfermenten 
der Hemicellulosen — allein den Namen «Cellulase>». 


Die Extrahierbarkeit des Fermentes. 


Die Cellulose kann wegen ihrer Unléslichkeit in der 
Nahrlésung natiirlich nicht in die Zellen ihrer Vergarer hinein- 
diffundieren. Man miifte demnach annehmen, dal} das Cellulose 
spaltende Ferment von der Zelle abgesondert wird, wenn es 
auf sein Substrat wirken soll. Damit ist aber noch nicht ent- 
schieden, ob das Ferment in wasserléslicher Form in die 
Nahrlésung gelangt und hier auf die Cellulose wirkt oder ob 
es von den Zersetzern der Cellulose nur auf Grund eines 
Reizes ausgeschieden wird, welcher von dem Polysaccharid 
auf seine Verzehrer ausgeiibt wird. Fiir letztere Annahme 
spricht zuerst die Tatsache, dai die Cellulose angreifenden 
Mikroorganismen, seien es nun Schimmelpilze oder Bakterien, 
alle ohne bisher bekannt gewordene Ausnahme, nur in direkter 
Bertihrung mit ihrem Kohlenstoffnahrmaterial gedeihen. Dies 
geht so weit, dali die Cellulosezersetzer das Papier oder die 
Watte gewissermafien durchwachsen, sodafi am Ende des Zer- 
setzungsprozesses an Stelle der Cellulose ein gleichgeformter, 
zusammenhingender Schleim von Cellulosezersetzern iibrig 
bleibt, der erst durch Schiitteln in seine Bestandteile zerfiallt. 
Eine Fernwirkung der Zersetzer auf die Cellulose ist demnach 
nicht anzunehmen, und es wire auch schwer ersichtlich, wie 
diese nur auf Cellulose gedeihenden Organismen auf die An- 
wesenheit ihrer elektiven Nahrungsquelle ohne direkte Be- 
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rihrung reagieren sollten. Trotzdem also kein Eintritt der Cellu- 
lose in die Zelle mdglich ist, welches doch im allgemeinen 
die Forderung fiir die Wirkungsmdglichkeit eines Endoenzyms 
sein muf, braucht noch keine Wasserléslichkeit der Cellulase 
vorausgesetzt zu werden. Das Experiment hat auf diese Frage 
jedenfalls die‘ Antwort gegeben, daf} in einem bakterienfreien 
Pukalfiltrat einer energischen thermophilen Cellulosegérungs- 
kultur kein hydrolysierendes Ferment vorhanden war, welches 
auf frische von Bakterien freie Cellulose spaltend zu wirken 
imstande gewesen wire. Ich bin deshalb der Meinung. dai 
die Cellulase ein Endoenzym ist, das nur auf Grund des Reizes, 
den die Cellulose auf die Zelle ausiibt, abgeschieden wird. 


Die Wirksamkeit verschiedener Antiseptica. 

Bei der Auswahl der Antiseptica waren nur solche zu 
beriicksichtigen, die mit Wasserdampf fltichtig sind, da sie nur 
auf diese Weise bequem aus den Loésungen zu entfernen sind, 
ehe der Nachweis der Spaltungsprodukte in Angriff genommen 
wird. Ferner war solchen der Vorzug zu geben, die keine 
Reduktion der Fehlingschen Lésung bewirken, weil nur auf 
Grund dieser Reaktion eine Anhiufung der Spaltungsprodukte 
zu verfolgen war. Deshalb gebiihrte dem Toluol der Vorzug 
vor dem Chloroform, welch letzteres geringfiigige Reduktions- 
erscheinungen zeigt. Zwar konnte dieser Mangel durch Ver- 
dampfen vor Zusatz der Fehlingschen Lésung _beseitigt 
werden, aber das Chloroform wirkte in keiner Weise ener- 
gischer als das Toluol. Dieses reichte, wenn fiinf Minuten 
lang mit den Giérungen geschiittelt und dann mit ihnen in gut 
verschlossenen Flaschen in Beriihrung gelassen wurde, bei 
den bei Bruttemperatur (37°) verlaufenden Gérungen in den 
meisten Fallen aus. Doch waren Miferfolge nicht auszuschalten, 
derart, dal} die Gérungen unter dem Toluol im Verlaufe 
eines Tages wieder schwach in Gang kamen. Durch langeres 
Schiitteln, auch wiéhrend zweier Stunden an einer sehr ener- 
gischen rotierenden und gleichzeitig schiittelnden Maschine 
wurde daran nichts geindert. 

Durchaus unzureichend erwiesen sich Toluol und Chloro- 
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form bei der hohen Temperatur der energischen, thermophilen 
Cellulosegarung. Durch diese Antiseptika wurde sie nie an- 
gehalten, sie ging vielmehr in Beriihrung mit ihnen in unge- 
triibter Starke weiter. Bisweilen lief sich die gewiinschte 
Sistierung durch Sattigung der Girfliissigkeit mit Thymol er- 
reichen. Doch war auch dieses Bakteriengift von unzuver- 
lissiger Wirksamkeit. Noch weniger geeignet waren Guajakol 
und o-Kresol; auch wurde an dieser Tatsache nichts geindert, 
wenn die Loslichkeit der drei zuletzt genannten Stoffe durch 
einen Zusatz von 5°/o Athyl- oder Methylalkohol verstiirkt 
wurde. Auch hier half das lange Schiitteln gar nichts. Ebenso- 
wenig hatte Amylalkohol die Fiihigkeit, die Gérung anzuhalten. 
Aber nicht einmal die geringe Loslichkeit der genannten Sub- 
stanzen war entscheidend fiir ihr mangelndes Sterilisations- 


‘vermégen. Denn selbst in 5°/oiger Lésung von Pyridin oder 


1°/oiger L6sung von Phenol bestand die Girung in fast un- 
geschwachtem Mabie fort. Mit der Konzentration weiter herauf- 
zugehen, schien zwecklos, da durch sie das hydrolytische 
Ferment sicher vernichtet worden wire. Es mufi aber bemerkt 
werden, daf in keinem Falle, in dem die Aufhebung der Girung 
in der gewiinschten pl6étzlichen Art gelang, Anhiufung der 
Hydrolyseprodukte ausgeblieben ist. Die Cellulase ist also 
gegen Antiseptika recht bestandig. Wenn man durch die (iir- 
flissigkeil zwei Stunden lang mit Ather oder Chloroform be- 
ladene Luft saugt, so halten die Géarungen anfangs an. Aber 
selbst der Zusatz von Toluol kann nicht verhindern, daf sie 
nach Verlauf eines Tages wieder energisch im Gang sind. Ich 
fiihre diese zeitraubenden Versuche hier an, weil sie zeigen, 
welche auferordentliche Resistenzkraft in der Natur wirksame 
Prozesse gegen so energische Gifte wie die angefiihrten zeigen 
konnen. Derartige Erscheinungen sind, soviel ich weil, bisher 
nie beobachtet worden. Es kann sich bei ihnen auch nicht 
um eine Giarwirkung der Fermente der Cellulosezersetzer nach 
ihrem Tode handeln, denn dann hatten die Girungen kurze 
Zeit nach der Behandlung mit den antiseptischen Stoffen an- 
haiten miissen. Das war nicht der Fall, sie bestanden dauernd 
fort und waren selbst nach mehreren Tagen noch im Gange. 
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Als geeignetes Mittel, um die thermophile Cellulosezer- 
setzung zum Anhalten zu bringen und ihre Spaltungsprodukte 
anzuhiiufen, erwies sich schlieblich das Jodoform. Man ver- 
wendet es so, dali man fiir 2 1 Gérfliissigkeit etwa 1 g in 
50 eem Aceton lést und diese Loésung dann in die giérende 
Cellulosekultur unter Schiitteln eingieft. Dadurch wird das 
wieder ausfallende Jodoform in feiner Verteilung mit der Kultur 
in Beriihrung gebracht. In 24 bis 48 Stunden kann man dann 
die Spaltungsprodukte nachweisen.') 


Der chemische Nachweis der Spaltungsprodukte. 


In der durch Eindampfen unter vermindertem Druck auf 
geringes Volumen gebrachten Hydrolysefliissigkeit, die man, 
wie im experimentellen Teil angegeben, mdglichst von Verun- 
reinigungen durch Salze befreit hat, kann man die Glukose 
mit verhiiltnismibiger Leichtigkeit in Gestalt ihres schwer lés- 
lichen Phenylglukosazons nachweisen, das durch den Zer- 
setzungspunkt charakterisierbar und durch den Stickstoffgehalt 
als Osazon einer Monose identifizierbar ist. Auch zeigt es in 
einem Pyridin-Alkohol-Gemisch die von Neuberg?) angegebene 
Drehung. 

Weit schwieriger und unsicherer ist der Nachweis des 
Disaccharids. Dab es sich um ein solches handelte, war aus 
dem Stickstoffgehalt seines in Wasser léslichen und auf diese 
Weise von Glukosazon zu trennenden Osazons zu erkennen. 
Der Zersetzungspunkt erreichte nach der im experimentellen 
Teil geschilderten Reinigung am selben Thermometer mit aus 
reiner Cellobiose dargestelltem Osazon den von Skraup und 


‘) Nachtriiglich bin ich darauf aufmerksam gemacht worden, dal 
Vandevelde (Biochemische Zeitschrift, Bd. 3, S. 318, 1907) eine Lésung 
von Jodoform in Aceton als geeignetes Mittel empfohlen hat, um bei 
biologischen Versuchen Mikroorganismenentwicklung auszuschalten. Es 
besteht also eine naturgeméfe Beziehung zwischen der von Vande- 
velde aufgefundenen Entwicklungshemmung und der von mir auzgefiihrten 
Abtétung von Mikroorganismen durch das in der genannten Weise ver- 
wandte Antiseptikum. 

*) Neuberg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jg. 32, S. 3384 (1899). 
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und Kénig angegebenen Wert von 198°. Auch der Misch- 
schmelzpunkt mit dem reinen Cellobiosazon war derselbe, 
wahrend die Verunreinigung mit den Osazonen anderer Di- 
saccharide, wie ich mich iberzeugt habe, eine merkliche 
Depression des Schmelzpunkts zur Folge hatte. Ferner konnte 
fiir die Drehung im Pyridinalkohol Gemisch der durch reines 
Cellobiosazon erhaltene Wert abgelesen werden. Vor allem 
aber zeigte der Zucker selbst zwei der Cellobiose zukommende 
Eigenschaften. Er wurde von gewohnlicher Hefe nicht ver- 
goren, unterschied sich dadurch von der Maltose und gehort 
somit der Klasse der a-Glukoside nicht an. Dagegen wurde 
er durch seine Hydrolyse mit Emulsin ebenso wie die Cello- 
biose als zu den £-Glukosiden gehérig befunden. 

Keins der beigebrachten Daten wiirde fiir sich allein ge- 
niigen, um das Disaccharid als Cellobiose zu charakterisieren. 
Die Zersetzungspunkte der Osazone verschiedener Disaccharide 
liegen zu nahe beieinander und sind von der Schnelligkeit des 
Erhitzens zu sehr abhangig, als daf man ihnen zu grofe Be- 
weiskraft zuerteilen kénnte. Die Drehung der Cellobiose im 
Pyridin-Alkohol-Gemisch, die in zweiprozentiger Losung im 1 dm- 
Rohr zu — 0,36° gefunden wurde, ist zu gering, um eine scharfe 
Charakterisierung zu ermdglichen. Und die Nichtspaltbarkeit 
durch Maltase bei gleichzeitiger Spaltbarkeit durch Emulsin 
k6nnte natiirlich noch anderen bekannten (Isomaltose und Gentio- 
biose), oder unbekannten Glukose-f-glukosiden zukommen. Die 
Kombination der beigebrachten Daten aber, in Verbindung mit 
der Tatsache, dafi in Analogie zum chemischen Abbau der 
Cellulose Cellobiose zu erwarten war, scheint mir als Beweis 
fiir das Auftreten dieses Disaccharids bei der fermentativen 
Hydrolyse der Cellulose zu geniigen. 


SchluBfolgerungen. 


Der Vorzug der von mir gewahliten Methode, um die 
Zwischenprodukte des Celluloseabbaues zu fassen, besteht in 
der sicher erlaubten Annahme, dai die Hydrolyse des Poly- 
saccharids durch die milde Wirkung der Antiseptika nicht aus 
ihrer natiirlichen Richtung herausgedringt worden ist. Diese 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXVIIIL. 19 
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Voraussetzung war bei der unter starker Temperaturerhohung 
vor sich gehenden Esterifizierung der Cellulose mit Essigsaure- 
anhydrid und konzentrierter Schwefelsdure nicht ohne weiteres zu 
machen. Deshalb kann man erst. jetzt die Cellobiose als natiir- 
liches Abbauprodukt der Cellulose ansehen, und ihr im Cellu- 
loseabbau die Stelle anweisen, welche die Maltose im Abbau 
der Starke verdient. 

Ferner diirfte sich meine Methode der Fraktionierung 
verschiedener Fermente durch Antiseptika und durch den Tem- 
peratureinflu8 noch dazu eignen, in anderen Fiillen biologischer 
Zersetzungen hydrolytische und vielleicht auch andere inter- 
mediare Spaltungsprodukte zu fassen. 

Vor ein paar Jahren habe ich gezeigt, dafi die Cellulose 
als Energiematerial ftir die Assimilation des Luftstickstoffs durch 
Bakterien dienen kann, wenn man sie in Abwesenheit einer 
Stickstoffquelle durch die kombinierte Wirkung cellulosel6sender 
und stickstoffbindender Bakterien zersetzt.!) Da die Cellulose 
selbst dem Angriff der Stickstoffbinder widersteht, und die End- 
produkte der Cellulosezersetzer als Energiequelle fiir die Stick- 
stoffsammler nicht in Frage kommen, so konnten hierfiir nur 
die Zwischenprodukte des Celluloseabbaus ausgeniitzt werden. 
Dali gerade die Glukose als Girmaterial fiir die stickstoff- 
bindenden Bakterien vorziiglich geeignet ist, haben zahlreiche 
Versuche gelehrt. Deshalb wird es dieser beim Abbau der 
Cellulose entstehende Zucker sein, den die Stickstoffsammler 
zu ihrer Funktion ausnutzen, sobald er ihnen durch die 
hydrolytischen Fermente der Cellulosebakterien zur Verfiigung 
gestellt wird.?) Die Cellulose kann aber, wie wir gesehen 
haben, auch als Energiematerial fiir die Freimachung des ge- 
bundenen Stickstoffs aus Salpeter dienen, und auch hier wird 
ihr Abbauprodukt, die Glukose, als das Energie liefernde Gir- 
material zur Verwertung kommen. Welcher dieser beiden fiir 
den Haushalt der Natur so wichtigen Prozesse eintritt, hangt 
also nicht von der Art der Energie liefernden Zwischenprodukte, 


') H. Pringsheim, Zentralbl. f. Bakteriologie, II, Abt., Bd. 23, 
S. 300 (1909); Bd. 26, S. 221 (1910). 
?) H. Pringsheim, Biologisches Zentralbl., Bd. 31, S. 65 (1911). 
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die in beiden Fallen ja die gleichen sind, sondern von der 
Klasse der im Erdboden in Funktion tretenden Mikroorganismen- 
flora ab. Auf die mdglichen praktischen Schluffolgerungen 
dieser Ergebnisse bin ich an anderer Stelle eingegangen.') 

Die Herbivoren beziehen einen nicht unbetrichtlichen Teil 
der Kohlehydrate der Nahrung in Form von Cellulose. Auch 
die Omnivoren vermdgen sie auszuniitzen. Die warmbliitigen 
Tiere selbst besitzen aber kein Cellulosespaltungsvermégen. 
Die Cellulose spaltende Kraft ihres Verdauungstraktus ist auf 
Bakterien zuriickzufiihren.?) Dabei bleibt die Frage noch un- 
beantwortet, wie die Ausnutzung der Cellulose bei der Ver- 
dauung auf dem Umwege tber die Bakterien gelingt. Denn 
die Endprodukte ihres bakteriellen Abbaus sind zu energiearm, 
als daB sie die Kohlehydrate in so betrachtlicher Weise er- 
setzen kénnten. Die eiweif- und fettsparende Wirkung war 
bei 100 g Cellulose in einigen Experimenten mit 75 g Rohr- 
zucker gleichwertig.*) Auch die Theorie, dali die Cellulose 
loésliche Kohlenhydrate vor dem Angriff durch die Mikro- 
organismenflora des Magendarmkanals schiitzt, kann nicht zu 
Recht bestehen. Denn die Cellulose wird ja ausschlieflich 
durch ihre spezifischen Vergarer und nicht von anderen Mikro- 
organismen angegriffen; daher kann sie auch lésliche Kohle- 
hydrate nicht vor der Zersetzung durch andere als Cellulose- 
bakterien schiitzen. 

Die Erklirung der Ausnutzung der Cellulose als Kohle- 
hydrat bei der Verdauung der Herbi- und Omnivoren, welche 
der biologischen Forschung solche Ritsel aufgegeben hat, ist 
vielmehr auf einfache Weise durch die Auffindung der lés- 
lichen Kohlehydrate als Zwischenprodukte des_bakteriellen 
Celluloseabbaus gegeben. Die hydrolytischen Fermente der 
den Magendarmtraktus bewohnenden Cellulosebakterien stellen 
dem Organismus der Tiere, die sie bewohnen, Cellobiose und 





‘) H. Pringsheim, Mitteilungen der Deutschen Landwirtschafts- 
Gesellschaft., 1912; vgl. auch Alf. Koch, Zentralbl. f. Bakt., II. Abt., Bd. 27, 
S. 1 (1910). 

2) Vel. z. B. Scheunert, Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 9 (1906). 

3) Vgl. die Literaturzusammenstellung bei Zemplén, Abder- 
halden, Biochem. Handlexikon, Bd. 2, S. 210 (1911). 
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weiterhin Glukose zur Verfiigung. Diese Zucker werden zum 
grofen Teile fortgefiihrt und zum Ansatz ausgenutzt, ehe sie 
durch das Girungsferment der Cellulosebakterien weiter zer- 
setzt werden kénnen. Der Prozef verliuft in vélliger Analogie 
zu der Ausnutzung der intermediaéren Spaltungsprodukte der 
Cellulose durch die Stickstoff bindenden Bakterien, bei dem 
er sich durch die Stickstoffsammlung quantitativ verfolgen 
lief. Daf hierbei ein Teil der Abbauprodukte der Cellulose 
verloren geht, weil er der Vergérung durch die Cellulosebakterien 
selbst verfallen muf8, ist nur natiirlich. Dadurch erklart sich 
die Tatsache, dai die Cellulose den léslichen Kohlehydraten 
nicht gleichwertig gut ausgentitzt wird, daraus resultiert auch 
der Befund des Methans als Darmgas. 


Experimenteller Teil. 


A. Der Celluloseabbau durch denitrifizierende 
Bakterien. 


Nach dem Vorschlag von van Itenson leitet man eine 
denitrifizierende Cellulosezersetzung ein, indem man 2 °/o Filtrier- 
papier in Leitungswasser unter Zusatz von 0,25 °/o KNO, und 
0,05°/o K,HPO, aufschwemmt, eine Stdpselflasche mit der Naéhr- 
lésung vollfiillt und mit Grabenmoder beimpft. Verwandt wurde 
ein Schlamm aus der Tiefe der Bache im hiesigen Tiergarten. 
Inkubiert man bei 37°, so setztim Laufe einer Woche energische 
Stickstoffentbindung ein, durch die das Papier in die Hodhe 
getrieben wird. Man setzt das Antiseptikum nun nicht sogleich 
zu, sondern gieft von der Néhrlésung, die nun durch das aus 
dem Salpeter gebildete Kaliumcarbonat deutlich alkalisch ist, 
ab. Dann fiigt man zu dem Papier neue Nahrflissigkeit, in der 
man eventuell das KNO, durch Ba(NO,), ersetzt. Durch die 
mehrfache Behandlung mit den denitrifizierenden Bakterien wird 
die Gérung verstérkt und das Papier gewissermafen angeatzt, 
woraufhin die Spaltung in Hydrolyseprodukte bei Sistierung 
der Girung durch das Antiseptikum gefordert wird. Der Ersatz 
des KNO, durch das Ba(NO,), hat den Zweck, die alkalische 
Reaktion, welche den Zuckern beim Eindampfen gefihrlich werden 
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kénnte, zu vermeiden und die schnelle Spaltung der Cellobiose 
in Glukose zu verzégern. Denn der Baryt wirkt auf diesen 
Proze8B hemmend ein. Wie schon gesagt, kann man nach dem 
Waschen die nichtzersetzte Cellulose immer zu neuen Abbau- 
versuchen verwenden; dann lat sich die Vergaérung mit KNO, 
ganz vermeiden und man vergart nur einmal bis zur starken 
Stickstoffentbindung mit Ba(NO,),. So vorbereitetes Papier wird 
als «alte Cellulose» bezeichnet werden. 


Nachweis der Glukose. 


Um einen hinderlichen Salzgehalt der stark zu konzen- 
trierenden Nihrfliissigkeit zu vermeiden, kann man die Vor- 
schrift van Itensons dahin modifizieren, dafi man den Prozent- 
gehalt von KNO, oder Ba(NO,), auf 0,05°/o und den von 
K,HPO, auf 0,01°/o reduziert. Diese Konzentrationen kamen 
immer in Anwendung. 

15 g alter Cellulose in 1/2 1 N&ahrfliissigkeit mit 0,05°/o 
KNO, wurde im Zustande starker Gasabgabe am 9. Febr. 1912 
fiinf Minuten lang mit Toluol geschiittelt, woraufhin die Garung 
sistiert wurde. Nach 10 Tage langem Stehen bei 37° wurde 
vom unzersetzten Papier abfiltriert, im Vakuum bei 60—70° 
auf kleines Volumen eingedampft, in der Kilte mit Alkohol 
gefallt und nach dem Absaugen der ausgefallenen Salze bei 
vermindertem Druck zur Trockne verdampft. Der in etwa 
15 com Wasser aufgenommene Riickstand wurde jetzt mit 
wenig Harnstoff versetzt und nach schwachem Anséuern mit 
Essigséure im Wasserbade erwérmt. Dadurch werden eventuell 
als Zwischenprodukt der Nitratreaktion noch vorhandene Nitrite, 
die dem Phenylhydrazin gefahrlich werden kénnten, zerstort. 
Dann erhitzte man nach Zugabe von 1 g Natriumacetat und 
0,5 g schneeweifiem, aus Alkohol umkrystallisiertem Phenyl- 
hydrazinchlorhydrat 1!/2 Stunden im kochenden Wasser. Das 
sich bildende Osazongemisch wurde kalt abfiltriert und das 
Glukosazon durch Auskochen mit Wasser vom Cellobiosazon 
getrennt. Nachdem ersteres noch mit Chloroform gewaschen 
war, wurde es aus 50°/oigem Alkohol umkrystallisiert. Seine 
Menge betrug dann 0,04 g und sein Schmelzpunkt lag bei 205°. 
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0,009463 g Substanz gaben bei der mikroanalytischen 
Stickstoffbestimmung nach Pregl (vgl. Abderhalden, Hand- 
buch der biochemischen Arbeitsmethoden, Bd. V, Teil II, S. 1307 
(1912) 1,242 ccm N bei 18° und 749 mm. 

Theorie 15,6°%o N gef. 15,2°o N. 


Nachweis der Cellobiose. 


6 Liter einer Aufschwemmung von 3°/o alter Cellulose 
mit 0,05°/o Ba(NO,), wurden am 30. X. 10. mit einer Deni- 
trifikationskultur beimpft, am 2. XI. mit Toluol versetzt, worauf 
am 7. XI. Reduktion durch Fehlingsche Loésung nachweisbar 
war. Daraufhin wurde die von Papier abfiltrierte Losung unter 
vermindertem Druck bei 60—70° bis auf 200 ccm abgedampft. 
Dann wurde das Baryum, welches die Hefegiérung schiidigt, 
mit Natriumsulfatlésung gefallt, das Filtrat weiter auf 100 ccm 
eingedampft und mit absolutem Alkohol gefallt, bis im Filtrat der 
Fallung nur noch geringe Salzmengen durch Alkohol niederzu- 
schlagen waren. Der Alkohol wurde hierauf im Vakuum zur 
Trockene verdampft, der Riickstand mit 200 ccm Wasser aufge- 
nommen, durch Zusatz von Weinsaure auf einen Gehalt von 1 °/o 
dieser gebracht, um Bakterienverunreinigung hintanzuhalten, und 
unter Zusatz von 2 g frischer PreBhefe drei Tage lang bei 30° 
vergoren. Eine Probe dieser Giirfliissigkeit wurde mit 0,5 g 
Natriumacetat versetzt, um der hydrolytischen Wirkung der 
Weinsiiure vorzubeugen, und die Nitrite wieder mit Harnstoff 
zerstort. Darauf wurde zur Vertreibung des durch die Giarung ge- 
bildeten Alkohols zur Trockne verdampft, und der in 50 cem Wasser 
aufgenommene Riickstand mit 0,3 g Phenylhydrazinchlorhydrat 
11/2 Stunden im siedenden Wasser erhitzt. Hierbei bildete sich 
kein unlésliches Osazon mehr, ein Beweis, dafi alle Glukose 
vergoren war. Darauf wurde der Rest der Girfliissigkeit ebenso 
und zwar mit 3 g Natriumacetat, 2 g Harnstoff und 2 g Phenyl- 
hydrazinchlorhydrat behandelt. Nach dem 1/2 stiindigem 
Erwirmen im siedenden Wasser wurde zum Kochen erhitzt, 
worauf beim Erkiilten das Osazon des Disaccharids ausfiel. Es 
wurde abgesaugt, in der Reibschale zuerst mit Wasser und dann 
mit Chloroform ausgeknetet, nach dem Absaugen einmal aus wenig 
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Wasser umkrystallisiert, mit Ather gewaschen und getrocknet. 
Erhalten wurden 0,35 g vom Schmelzpunkt 165°. Das Osazon 
wurde dann in 200 ccm Essiga&ther gelést und mit Petrolather 
ausgefallt. Die so gereinigten 0,2 g zeigten nun den Schmelz- 
punkt von 198°, der von Skraup und K6nig fiir das Cello- 
biosazon angegeben wurde. 

Um den Mischschmelzpunkt zu kontrollieren und die 
Drehung der aus Papier durch Acetylierung erhaltenen Cello- 
biose als Osazon zu bestimmen, wurde dieses dargestellt und 
in derselben Weise gereinigt. 

Es zeigte den Zersetzungspunkt von 198° und analysierte: 
0,1226 g Subst. 11 ccm N bei 17° und 759 mm. 
Theorie 10,77 °/o N, gefunden 10,42 °%7/o N. 

0,1 g dieses Osazons in einer Mischung von 2 ccm Pyridin 
und 3 ccm absolutem Alkohol drehte bei Beleuchtung mit Auer- 
gaslicht im 1 dm-Rohr — 0,36° + 0,04° nach links. 

Der Mischschmelzpunkt dieses Osazons mit dem durch 
den fermentativen Abbau erhaltenen zeigte am selben Ther- 
mometer mit dem durch Acetylierung erhaltenen Osazon den 
Zersetzungspunkt von 198°. 

Das Osazon des fermentativen Abbaus analysierte : 
0,1605 g Subst. 14,6 cem N bei 15° und 756 mm. 
Theorie 10,77°/o N, gefunden 10,61°'o N. 

Eine andere, auf fermentativem Weg ebenso erhaltene Probe 
drehte: 0,1 g in 5ccm Pyridinalkohol — 0,30° + 0,02° nach links. 


Spaltung mit Emulsin. 


Die Versuchsanstellung war hier zuerst genau dieselbe. 
10 | Nahrfliissigkeit mit 0,05°/o Ba(NO,), und 2°/o alte Cellu- 
lose. Beimpft am 2. XI. 10., Toluolzusatz am 6. XI., abgedampft 
am 9. XI. Nach der Vergirung mit Hefe wurde zuerst nach- 
gewiesen, dali kein Glukosazon mehr gebildet wurde, und dem- 
nach alle Glukose vergoren war. Der Abdampfriickstand wurde 
dann mit 40 ccm Wasser aufgenommen, und davon 5 ccm 
ohne und 35 ccm mit Zusatz von 1 g Emulsin (Kahlbaum) 
bei Toluolzusatz zwei Tage lang bei 37° gehalten. Die 5 ecm 
erhielten einen Zusatz von 0,5 g Natrumacetat, 0,2 g Harnstoff 
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und 0,3 g Phenylhydrazinchlorhydrat, die 35 ccm 2 g Natrium- 
acetat, 1 g Harnstoff und 1,5 g Phenylhydrazinchlorhydrat. 
Die 35 cem wurden vor Zugabe des Phenylhydrazins, aber 
nach dem Aufkochen mit dem Natriumacetat zur Entfernung 
des Emulsins abgesaugt. Nach dem Erhitzen im Wasserbade 
wurde in der 5 cem-Probe keine Spur von schwerléslichem 
Osazon gebildet, ein Beweis, dai Glukosazon nicht vorhanden 
war. Dagegen gab die emulsinhaltige Probe fast nur schwer- 
lésliches Osazon, das durch Auskochen mit Wasser von den 
geringen Mengen des ihm noch anhaftenden aus der noch un- 
gespaltenen Cellobiose — die Spaltung ist nie quantitativ, 
vgl. Bertrand und Holderer — gebildeten Osazons befreit 
wurde. Nach dem Umkrystallisieren aus 50°/oigem Alkohol 
wurde 0,3 g des schwerléslichen Osazons erhalten, die sich bei 
genau 205° zersetzten und sich auch durch die Analyse als 
Glukosazon erwiesen: 

0,1503 g Subst gaben 20,0 ccm N bei 16° und 759 mm. 

Theorie 15,64°/o N, gefunden 15,51 °/o N. 

0,0522 g dieses Osazons drehten in 5 cem Pyridinalkohol 
im 1 dm-Rohr — 0,74 + 0,02 nach links. Daraus berechnet sich 
fiir 0,1 g in 5cem Pyridinalkohol (die darin nicht zur Lésung 
zu bringen waren), — 1,42°, was mit dem von Neuberg er- 
haltenen Wert von — 1,50° iibereinstimmt. 

Es war also durch das Emulsin aus der Cellobiose Glukose 
abgespalten worden. (Genau dasselbe Resultat wurde mit 
Emulsin- Merck, erhalten. 


B. Der Celluloseabbau durch die Methangarungs- 
bakterien. 


Die Methangarung der Cellulose wurde nach den Angaben 
von Omelianski’) eingeleitet. Daf hierbei eine Methangarung 
und nicht eine Wasserstoffgdérung der Cellulose in Gang ge- 
kommen war, mufte durch eine Analyse der Gargase bewiesen 
werden. Sie wurden zu diesem Zweck tiber Wasser aufge- 


‘) W. Omelianski, Lafars Handbuch der technischen Mykologie, 
Jena 1904/06, Bd. 3, S. 245. 
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fangen und gasanalytisch untersucht. Die Girgase enthielten 
66°/o Methan. 


Nachweis der Glukose. 


13 g schon einmal zu einer Methangaérung verwandter 
Cellulose wurden zusammen mit 5 g CaCO, in 41 Leitungs- 
wasser, die 4 g (NH,),SO,, 0,6 g K,HPO, und 0,1 g MgSO, 
-. 7H,O enthielten, aufgeschwemmt und am 4. II. 11. mit einer 
in starker Garung befindlichen Kultur beimpft. Am 8. II. war 
die Gaérung stark im Gange. Es wurde, immer bei 37°, Toluol 
zugegeben. Am 11. II. war noch keine Reduktion der Nahr- 
fliissigkeit bemerkbar, am 14. II. trat sie ein. Hierauf wurde 
die filtrierte Losung stark eingedampft, mit Alkohol gefallt und 
das alkoholische Filtrat zur Trockne verdampft. Der Ab- 
dampfungsriickstand wurde in 20 ccm Wasser aufgenommen 
und mit 5 g Phenylhydrazinchlorhydrat und 8 g Natriumacetat 
11/2 Stunden im siedenden Wasser erhitzt. Dann mufte mit 
130 ccm Wasser aufgekocht werden, um die Osazone zur 
Krystallisation zu bringen. Es wurde eine reichliche Menge des 
Osazongemisches erhalten, das durch Auskochen mit 100 ccm 
Wasser vom ldéslichen Osazon befreit wurde. Der finfte Teil 
des schwerldslichen Osazons gab nach dem Umkrystallisieren 
aus Alkohol 0,6 g vom Zersetzungspunkt 205°, die einen auf 
das Glukosazon stimmenden Stickstoffgehalt ergaben. 

0.2133 g Subst. 29,0 com N bei 19° und 762 mm. 

Theorie 15,64°/o N, gefunden 15,68 °lo N. 

0,05 g des Osazons in 5 cem Pyridinalkoholgemisch 
drehten im 1 dm-Rohr 0,63° + 0,03° nach links. Berechnet fiir 
0,1 g in 5 cem — 1,26°. Theorie — 1,50°. 

Auch in diesem Falle war neben dem Glukosazon ein 
in Wasser liésliches Osazon erhalten worden. Doch wurde 
auf seine genauere Identifizierung, ebenso wie bei den zuniachst 
zu beschreibenden Abbauversuchen mit Wasserstoffgarern der 
Cellulose, verzichtet. Bei den Thermophilen sind diese Versuche 
wieder aufgenommen worden. 
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C. Der Celluloseabbau durch die Wasserstoff- 
girungsbakterien. 


Die Wasserstoffgérung der Cellulose war durch Beimpfung 
mit Schlamm aus dem Paulsborner See erhalten worden (vgl. 
die Mitteilungen der DLG., 1. c.). Jedoch waren die Girgase 
nicht vollig frei von Methan. Sie enthielten 71,3 °%/o CO,, 21,3 %o H 
und geringe Mengen Methan und Stickstoff. 


Nachweis der Glukose. 


Angewandt 20 g Papier, 5g CaCO,, 3 g (NH,),SO, in 51 
Leitungswasser. Beimpft am 1. Febr. 1912. Mit Toluol ge- 
schittelt am 6. Febr. Reduktion war am 12. Febr. zu bemerken, 
woraufhin wie friiher, nur mit der Abiinderung verarbeitet wurde, 
daf die Kalksalze in der alkoholischen Lésung noch mit Schwefel- 
siiure gefallt und das Filtrat dann unter Zusatz des Natriumace- 
tats eingedampft wurde. Beim Eindampfen ging die Haupt- 
menge der durch die Schwefelséure in Freiheit gesetzten aus 
der Girung stammenden Fettsdéuren fort. Der Zusatz des 
Natriumacetats diente dazu, den geringen Uberschu8 an 
Schwefelséiure unschadlich zu machen. Nach diesem Verfahren 
wurde in letzter Zeit immer gearbeitet. Die Wasserstoffgaérung 
war verhiltnismaébig wenig energisch verlaufen. Die Folge 
davon war, daB auch die Menge der erhaltenen Ozazone hinter 
den bei der Methangarung isolierten zurtickblieb. 

Ausbeute 0,2 g Glukosazon vom Schmelzpunkt 205°. 

0,1201 g Subst. gaben 15,7 ccm N bei 18° und 770 mm. 

Theorie 15,64°/o N, gefunden 15,32 Vo. 


D. Der Celluloseabbau durch thermophile Bakterien. 


Die thermophile Zersetzung der Cellulose wurde nach 
den Angaben von Macfayen und Blaxall’) eingeleitet, wobei 
Pferdemist als Impfmaterial in Anwendung kam. Schon nach 
zwei Tagen setzte die unter starker Gasabgabe vor sich gehende 


') Macfayen und Blaxall, Transactions of the Jenner Institut 
of Preventive Med., 2. Serie, 1899, S. 182. 
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Garung ein.') Bei Anwendung von organisch gebundenem 
Stickstoff als Stickstoffquelle konnte eine beliebige Zahl von 
Umimpfungen bei 60° vorgenommen werden. 


Nachweis der Glukose und der Cellobiose. 


15 g Filtrierpapier und 2 g CaCO, wurden in einer Losung 
von 0,01 g K,HPO,, Spuren von MgSO,-+-7 H,O und eines 
Maggi-Bouillonwiirfels (enthaltend 0,1436 g N) in 4 | Leitungs- 
wasser aufgeschwemmt (der Maggiwiirfel enthielt keine redu- 
zierenden Substanzen). Nach sechstaégiger Giirung bei 55° 
wurde 1 g Jodoform gelést in 100 ccm Aceton zugesetzt und 
am folgenden Tage nach Filtration stark eingedampft, mit 
Alkohol gefallt und das Filtrat der Salze zur Trockne ver- 
dampft. Der Trockenriickstand wurde in 30 ccm Wasser auf- 
genommen und mit 6 g Phenylhydrazinchlorhydrat und 9 g 
Natriumacetat */1 Stunden in siedendem Wasser erhitzt. Das 
Osazongemenge fiel hierbei gleich krystallinisch aus. Es wurde 
nach dem Abkiihlen abgesaugt und mit Wasser ausgekocht. 
Das lésliche Osazon zeigte nach zweimaligem Umkrystallisieren 
aus Wasser schon den Zersetzungspunkt von 195°. An unlos- 
lichem Osazon wurden nach dem Umkristallisieren aus Alkohol 
0,35 g erhalten, die sich bei 205° zersetzten. 

0,1812 g Subst. gaben bei 22° und 766 mm 24,8 ccm N 

Theorie 15,64°/o N, gefunden 15,63 °/o N. 

In einem andern Versuch wurden aus einer 6 |-Garung 
einen Tag nach dem Versetzen mit Thymol 0,3 g Glukosazon 
und 0,4 g Cellobiosazon erhalten. Das Verhiltnis von Cello- 
biose zu Glukose ist also bei der thermophilen Zersetzung 
ein giinstigeres, besonders wenn man beriicksichtigt, dab bei 
der Darstellung des !éslichen Osazons weit mehr als bei der 
des schwerldslichen verloren geht. Wurde die Hydrolyse aber 
wahrend zwei Tagen bestehen gelassen, so konnte nur noch 
wenig Cellobiosazon gewonnen werden, ein Beweis, dal die 
Cellobiose bei der hohen Temperatur schnell gespalten wird. 


‘) Genaueres iiber den Verlauf dieser Garung werde ich im Zentral- 
blatt f. Bakt., II. Abt., mitteilen. 
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Nach dem Auskochen mit Ligroin zeigte das Cellobiosazon 
den Zersetzungspunkt von 195°. 
0,0734 g Subst. gaben bei 21° und 767 mm 6.8 cem N. 
Theorie 10,77°/, N, gefunden 10,66 °/, N. 
0,1 gin 5cem Pyridinalkoholgemisch drehten im 1 dm-Rohr 
bei Beobachtung mit Auerlicht — 0,35° + 0,02°, Theorie 0,36°. 


Nachweis der Cellobiose. 


Es war noch der Beweis zu fiihren, daf8 auch in diesem 
Falle ein durch Hefe nicht vergarbares Disaccharid entsteht. 
Deshalb wurde in 21 Nahrfliissigkeit genau wie vorher ver- 
fahren, die Glukose aber in schwach weinsaurer LOsung mit 
1/2 g Hefe bei 30° vergoren, ehe die Osazone dargestellt wurden. 
In der Tat erwies sich das erhaltene Osazon als wasserloslich. 
Es war demnach frei von Glukosazon und analysierte wie folgt: 

0,0774 g Subst. gaben 7,2 ccm N bei 16° und 749 mm. 

Theorie 10,77°/, N, gefunden 10,93 °/, 


Termophile Wattezersetzung. 


Aus 21 Nahrfliissigkeit konnte einen Tag nach dem An- 
halten der Garung vermittelst Jodoform 0,2 g Glukosazon ge- 
wonnen werden. Schmelzpunkt 205 °. 


E. EinfluB der Temperatur auf den Celluloseabbau. 


In allen bisher angefiihrten Versuchen und den zahl- 
reichen orientierenden, welche ihnen als Wegweiser dienten, 
wurde der hydrolytische Abbau bei der fiir die Entwicklung und 
die Garung der verschiedenen Cellulosezersetzer optimalen 
Temperatur vorgenommen. Mit anderen Worten heift das, 
daB die Kulturen nach Zusatz des Antiseptikums zum Zwecke 
der Ansammlung der intermediaren Spaltungsprodukte bei der 
Denitrifikation, der Methan- und der Wasserstoffgérung bei 
37°, bei der thermophilen Zersetzung bei 55° aufgestellt wurden. 
Um die Temperaturgrenzen der Wirksamkeit der Cellulose zu 
erforschen, eignete sich am besten die thermophile Giarung, 
da sie am reichsten an Abbaufermenten ist. Es wurden daher 
solche Garungen bei 55° eingeleitet, dann aber nach Jodoform- 
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zusatz oder auch ohne Beigabe irgend einer gérungshemmenden 
Substanz sofort bei anderen Temperaturen aufbewahrt. Unter- 
halb der geeigneten Temperatur fiir die Entwicklung der ther- 
mophilen Cellulosezersetzer wurde so bei 10° in mehreren 
Versuchen gar keine Reduktion der Fehlingschen Lésung 
mehr erhalten. Das Ferment kann also bei dieser Temperatur 
keine nachweisbare Spaltung der Cellulose mehr vollziehen. 
Bei 20° war nach 24 Stunden deutliche Reduktion wahrzu- 
nehmen und aus 2! der wie gewohnlich zusammengesetzten 
Verdauungsfliissigkeit wurde 0,25 g Glukosazon neben geringen 
Mengen des Osazons der Cellobiose isoliert. Aber schon durch 
die blofe Abkiihlung auf 20° wird auch ohne Zugabe gir- 
hemmender Stoffe eine vollige Sistierung der Vergirung er- 
reicht, wobei sich die hydrolytischen Abbauprodukte anhiufen. 
Aus !/2: | der Hydrolysefliissigkeit konnte hier nur 0,015 g 
Glukosazon vom Schmelzpunkt 205° gewonnen werden, weil 
das Anhalten der Girung durch die Abkiihlung offenbar nicht 
so ruckweise gelingt wie durch das Jodoform, sodaf8 noch ein 
Teil der Abbauprodukte durch Vergérung verloren geht. 

Oberhalb der geeigneten Gartemperatur von 55° wurde 
liber 70° keine Reduktion mehr erhalten, wenn nach Jodoform- 
zusatz bei dieser Temperatur aufbewahrt wurde. Die Wirk- 
samkeit der Cellulase wird also hier aufgehoben. Dagegen 
ist das Ferment bei 67° noch wirkungskréftig, wenn auch in 
geschwichtem Mafe. Die Cellobiase dagegen verliert bei diesem 
Temperaturgrad ihre Spaltungskraft. Deshalb konnte der Abbau 
bei der Cellobiose angehalten und ohne vorherige Vergérung 
mit Hefe ein vom Glukosazon freies, in Wasser lésliches Cello- 
biosazon isoliert werden. Aus 21 Verdauungsfliissigkeit wurden 
davon 0,05 g erhalten, die wie folgt analysierten: 

0,009148 g Substanz gaben 0,81 ccm N bei 18° und 756 mm. 

Theorie 10,7°/o N, gefunden 10,4°/o N. 

Die Deutsche Landwirtschaftsgesellschaft hat mich in der 
Ausfiihrung dieser Arbeit durch Bewilligung von Mitteln unter- 
stiitzt. Ihr, sowie Herrn Dr. Langhans, der mir mit Geschick 
zur Seite stand, bin ich zu Dank verpflichtet. 








Die Bildung von Glykokoll im tierischen Organismus. 
Von 
Emil Abderhalden und Paul Hirsch. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Marz 1912.) 


In neuerer Zeit ist von verschiedenen Gesichtspunkten aus 
der Nachweis gefiihrt worden, dafi die tierischen Zellen viel 
umfassendere und mannigfaltigere Synthesen ausfiihren konnen, 
als man friiher angenommen hatte. Es unterliegt keinem Zweifel, 
dafi die weitere Erforschung der synthetischen Fihigkeiten 
tierischer Gewebe noch ungeahnte Erfolge bringen wird. Unsere 
ganzen Anschauungen iiber den Zellstoffwechsel befinden sich 
zurzeit in bestiindigem Flusse. Es diirfte wohl kaum mehr 
zweifelhaft sein, dai der tierische Organismus die Bausteine 
der Phosphatide und vielleicht auch die der Nucleoproteide von 
Grund aus aufbauen kann. Auch Zuckerarten werden nach 
den Erfahrungen am pankreaslosen Hunde und beim Diabetes 
mellitus aus den bei der Desaminierung von Aminoséuren 
iibrigbleibenden Kohlenstoffketten aufgebaut. Eine bis vor 
kurzem noch giinzlich unentschiedene Frage war die nach 
der synthetischen Bildung von Aminosauren. Eine Neubildung 
war bis auf die jiingst erfolgte Beobachtung von Fellner') nur 
fiir das Glykokoll erwiesen. Einerseits konnte durch Fiitterungs- 
versuche mit sicher glykokollfreiem Casein es sehr wahrschein- 
lich gemacht werden, dafi die genannte Aminosiéiure von den 
tierischen Zellen gebildet werden kann. Dann wurde dieses 
Problem namentlich an Hand der Hippursaurebildung nach 
Benzoesiurezufuhr studiert. Schon in einer friiheren Mitteilung 
hat der eine von uns in Gemeinschaft mit Gigon und Straub?) 
den Glykokollvorrat von Kaninchen, Katzen und Hiihnern fest- 
gestellt. Diese Untersuchung sollte die Grundlage zur Entschei- 
dung der Frage abgeben, ob der Vorrat an Glykokoll, den die 

') Hanni Fellner, Uber synthetische Bildung von Aminosiéuren 
in der Leber. Mitteil. 4. Bildung von Alanin aus Glykogen, Biochemische 
Zeitschrift, Bd. 38, S. 414 (1912). . 

?) E. Abderhalden, A. Gigon und E. Strauss, Uber den Vor- 


rat an einigen Aminosduren bei verschiedenen Tieren, Diese Zeitschrift, 
Bd. 51, S. 311 (1907). 
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einzelnen Tiere besitzen, ausreicht, um das zur Hippursaéure- 
bildung notwendige Glykokoll zu liefern. 

Die Vorstellung, dafi nach Eingabe von Benzoesaure der 
ganze Kiweifistoffwechsel in der Weise beeinfluBt wird, dab 
vornehmlich solche Proteine abgebaut werden, an deren Auf- 
bau viel Glykokoll beteiligt ist, erscheint a priori sehr gezwungen. 
Dazu kommt, daf diejenigen Proteine, welche viel Glykokoll 
besitzen, hauptsiichlich zu den Stiitzsubstanzen gehoéren. Ks ist 
sehrunwahrscheinlich, dab gerade diese Eiweifikirper, die wohlim 
allgemeinen einen geringen Anteil am Gesamtstoffwechsel nehmen, 
zum Abbau kommen, um ihr Glykokoll zur Verfiigung zu stellen. 

Das ganze Problem mufite einer direkten Priifung zugiing- 
lich sein. Wir schlugen folgenden Weg ein. Kaninchen erhielten 
bestimmte Mengen von Benzoeséure. Am beweisendsten sind 
die Versuche, bei denen die Versuchstiere hungerten. Wir be- 
stimmten dann die Menge der ausgeschiedenen Hippursiure 
und berechneten daraus das ausgeschiedene Glykokoll. Hierbei 
ist noch zu bemerken, dafi Glykokoll noch zu anderen Zwecken 
im Organismus Verwendung findet, z. B. zur Bildung von Gallen- 
sduren. Mit der Feststellung des mit der Hippurséure ausge- 
schiedenen Glykokolls ist somit nicht das gesamte gebildete 
Glykokoll bestimmt. Die Versuchstiere wurden dann hydrolysiert 
und der Vorrat an Glykokoll festgestellt. Das Glykokoll wurde 
in Form seines Esters isoliert und als Glykokollesterchlorhydrat 
abgeschieden. Die erhaltenen Werte sind als Minimalzahlen 
aufzufassen. Nach Feststellung des einen von uns und Weil’) 
mussen die erhaltenen Glykokollmengen verdoppelt werden. 
Vergleicht man die ausgeschiedenen Glykokollmengen mit den 
bei der Hydrolyse der K6rpersubstanzen erhaltenen und mit 
zwei multiplizierten Werten, dann ergibt sich, dai ganz be- 
trachtlich mehr an der genannten Aminosiure zur Ausscheidung 
gelangt ist, als dem schlieflich verbleibenden Vorrat entspricht. 

RBerechnet man aus der ausgeschiedenen Gesamtstickstoff- 
menge die wiihrend der Versuchsdauer umgesetzte Eiweifimenge, 





1) E. Abderhalden und A. Weil, Uber die bei der Isolierung 
der Monoaminosiuren mit Hilfe der Estermethode entstehenden Verluste. 
II. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 59 (1912). 
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dann kime man zur Erklirung der ausgeschiedenen Glykokoll- 
menge zu der gezwungenen Annahme, dali wahrend der Benzoe- 
sdurezufuhr Proteine abgebaut worden sind, die auferordentlich 
reich an Aminoessigsaéure sind. Wir haben bereits oben auf das 
Unwahrscheinliche einer solchenVorstellung hingewiesen. Addiert 
man zu dem gefundenen Glykokollvorrat das wahrend der Benzoe- 
siurefiitterung in der Hungerperiode ausgeschiedene Glykokoll, 
dann erhilt man Glykokollwerte, die viel héher sind, als der Glyko- 


kollvorrat eines normalen Tieres. Vergleiche die folgende Tabelle. 
————————E—————————————————————————————————————————————— 





Pri nal So Ausgeschiedenes 
re. _ Glykokoll Glykokoll 
Nr. end.. wahrend der Hunger- 5: lie 
Iotiert [Berechneter periode sufi 

Wert ') in g in g 
Versuch III | 5,28 ca. 10 11,41 2144 
IV] 5,54 | 11 6,60 17,60 
> VI 515 | 10 8,27 18,27 
» VE] 4,45 | 9 6.82 15,82 
VII} 4,28 | 8.5 7,58 16,08 
» VIN} 501 > 10 5,70 15,70 
Normalef | 5,54 | 1 i = 
Tiere \t} 5,15 | 10 — ote 
Hunger- (’ — | F - i 
I} 4,89 | 10 wn -_ 
-_— lin 5.10 | 10 - - 











Ein Vergleich der beim normalen Tier erhaltenen Gly- 
kokollmengen mit dem Glykokollvorrat derjenigen Tiere, die 
Benzoesadure erhalten hatten, ergibt ohne weiteres, daf die 
Gesamtmenge an Glykokoll im Verlaufe der Fiitterungsperiode 
im Durchschnitt etwas abgenommen hat, doch ist der Unter- 
schied im Vergleich zu der grofen Menge des in Form von 
Hippursiure ausgeschiedenen Glykokolls sehr gering. Ver- 
gleicht man endlich den Glykokollvorrat von Kaninchen, die 
ohne dena Zufuhr nach 7- resp. 8 tagigem Hungern eingegangen 


" Nach den Erfahrungen von Abderhalden und Weil erreicht 
die Ausbeute an Glykokoll bei Anwendung der Estermethode ca. 50°/o 
des wahren Wertes. 
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waren, mit demjenigen der mit Benzoesiéure gefiitterten Tiere, 
dann ergibt sich, dafi die EKingabe der genannten aromatischen 
Saure ohne irgend einen in Betracht kommenden Einflub auf 
den gesamten Glykokollvorrat gewesen ist. 

Unsere Versuchsresultate ergeben die Tatsache, 
dafi der Organismus des Kaninchens grofbe Mengen 
von Glykokoll bilden kann. Die Neubildung dieser 
Aminosiure ist auf direktem Wege sicher festgestellt. 
Erwahnt sei, dafi Magnus-Levy') die Méglichkeit betont hat, 
dai Glykokoll beim Abbau verschiedener Aminosiiuren ent- 
stehen kann. Uns erscheint die Annahme einer direkten Syn- 
these aus Ammoniak, das den Zellen durch Desaminierung von 
Aminosduren, Purinbasen usw. stets reichlich zur Verfiigung 
steht, und einer Kohlenstoffkette — vielleicht Glyoxylsiure oder 
einer ahnlichen V erbindung — viel wahrscheinlicher. Die neueren 
Beobachtungen von Knoop,?) Embden und Schmitz’) u. A. 
sttitzen die erwahnte Ansicht. 

Wir haben die gleiche Frage in der gleichen Weise an 
Hunden zu entscheiden versucht. Die Resultate waren die 
gleichen. Es kommt ihnen jedoch kein so tiberzeugender Wert 
zu, weil es bei diesen Tieren nicht méglich war, durch Benzoe- 
sdure gentigend grofie Mengen von Glykokoll in Form von Hippur- 
sdure zu entziehen. Wir verzichten aus diesem Grunde auf die 
Wiedergabe der umfangreichen in den Jahren 1910 und 1911 
durchgefiihrten Versuche. 

Unsere Resultate stehen im Einklang mit den eingangs 
erwahnten Beobachtungen, die bei der Fiitterung von glykokoll- 
freiem Casein gemacht worden sind, ferner stimmen sie mit 

- ') A. Magnus-Levy, Uber die Neubildung von Glykokoll, Studien 
zur Hippurséurefrage, Biochem. Zeitschrift, Bd. 6, S. 523—-540 (1907). 

*) F. Knoop, Uber den physiologischen Abbau der Siuren und 
die Synthese einer Aminoséure im Tierkérper, Diese Zeitschrift, Bd. 67, 
5. 489 (1910). — F. Knoop und Ernst Kertess, Das Verhalten von 
a-Aminosiuren u. a-Ketosduren im Tierkérper, Ebenda, Bd. 71, S. 252 (1911). 

5) G. Embden und E. Schmitz, Uber synthetische Bildung von 
Aminosauren in der Leber, Biochem. Zeitschrift, Bd. 29, S. 423 (1910). — 
2. Mitteil., Ebenda, Bd. 38, S. 393 (1912). — Ferner Kura Kondo, 
Ill. Mitteil., Die Bildung kérperfremder Aminosaéuren, Ebenda, Bd. 38, 


S. 407 (1912). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. LXXVIII. 20 
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zahlreichen Beobachtungen tiber die Hippurséurebildung im 
tierischen Organismus iiberein. Die Synthese von Hippurséure 
nach Kingabe von Benzoesdure ist schon wiederholt als Grund- 
lage zur Entscheidung der Frage nach der Herkunft des Glyko- 
kolls gewahlt worden. Die von diesen Autoren!) gemachten 


') Th. Pfeiffer und W. Eber, Beitrag zur Frage tiber die Bildung 
der Hippurséure im tierischen Organismus, Landwirtschaftl. Versuchs- 
station, Bd. 49, S. 97 (1897). — Parker and Graham Jusk, On the 
maximum production of Hippuric acid in the rabits, Americ. Journal of 
Physiology, Vol. Ill, 9, S. 472 (1900). — H. Wiener, Uber den Glykokoll- 
vorrat des tierischen Organismus, Prager medizin. Wochenschrift, Bd. 26, 
Nr. 50 und 51 (1901). — R. Cohn, Zur Frage des Glykokollvorrats im 
lierischen Organismus, Prager mediz. Wochenschrift, Bd. 27, Nr. 5 (1902). — 
R. Cohn, Zur Frage der Glykokollbildung aus Leucin im tierischen 
Organismus, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. 48, S. 177 (1902). — 
H. Wiener, Zur Frage des Glykokollvorrats im tierischen Organismus, 
Prager mediz. Wochenschrift, Bd. 27, Nr. 24 (1902). — Th. Pfeiffer, 
R. Riecke und C. Bloch, Die Muttersubstanzen der im Organismus 
der Pflanzenfresser erzeugten Hippursaure, Mitteil. des landwirtschaftlichen 
Instituts der Universitat Breslau, Bd. 2, 8S. 695 (1903). — W. Wiechowski, 
Die Gesetze der Hippurséuresynthese, Hofmeisters Beitrage, Bd. 7, 
S. 204 (1905). — A. Magnus-Levy, Uber die Herkunft des Glykokolls 
in der Hippursiure, Miinchener mediz. Wochenschrift, 1905, Nr. 45. — 
R. Cohn, Zur Frage der Glykokollbildung im tierischen Organismus, 
Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. 53, S. 435 (1905). — Th. Brugsch 
und R. Hirsch, Hippursiéiuresynthese und Ausscheidung der Benzoeséure 
beim Hunde, Zeitschrift f. exp. Pathol. u. Therapie, Bd. 3, S. 663 (1906). — 
A. Magnus-Levy, Uber die Neubildung von Glykokoll, Studien zur 
Hippursdurefrage, Biochem. Zeitschrift, Bd. 6, S, 523—40 (1907). — 
J. Lewinski, Uber die Grenzen der Hippursiéurebildung beim Menschen, 
Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. 58, S. 397 (1908). — J. Lewinski, 
Uber die Grenzen der Hippursdurebildung beim Menschen und die Methodik 
der Hippurséurebestimmung, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 61, S. 88 
(1909). — R. Cohn, Uber den Glykokollvorrat des tierischen Organismus, 
ein Beitrag zur Frage des intermediaren Stoffwechsels, Festschrift zur 
Feier des 60. Geburtstages von M. Jaffé, S. 321 (1910). — E. Fried- 
mann und H. Tachau, Uber die Bildung des Glykokolls im Tierkérper, 
I. Mitteil., Synthese der Hippursdure in der Kaninchenleber, Biochem. Zeit- 
schrift, Bd. 35, S. 88 (1911). — A. J. Ringer, On the maximum pro- 
duction of Hippuric acid in animals with consideration of the origin of 
Glycocoll in the animal body, Journ. of biolog. Chem., Bd. 10, S. 327 
(1911). — A. A. Epstein und S. Bookman, Studien iiber die Bildung 
von Glykokoll im K6rper, I., Journal of biolog. Chem., Bd. 10, S. 353 (1911). 
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Beobachtungen machen es schon sehr wahrscheinlich, daf das 
zur Ausscheidung gelangende Glykokoll nicht ausschlieBlich aus 
praformierter Aminoessigsdure herstammt. Unsere Versuche er- 
bringen den direkten Beweis fiir die erwahnte Schlubfolgerung. 


Experimenteller Teil. 

Um den Glykokollgehalt zu ermitteln, verarbeiteten wir die 
ganzen Tiere. Nur das Fell und der Darminhalt kamen nicht 
zur Verarbeitung.') Der wtbrige Teil wurde in einer Fleisch- 
hackmaschine zerkleinert und mit konzentrierter Salzsaure iiber- 
gossen etwa 3 Wochen in verschlossener Flasche stehen gelassen, 
Die nun fast ganz fliissig gewordene Masse kochten wir 6 
Stunden im Rundkolben auf dem Baboblech am Riickflubkihler. 
In dem Hydrolysat bestimmten wir nach Kjeldahl! den Stick- 
stoffgehalt. Nun wurde im Vakuum zur Trockene verdampft 
und der Riickstand dreimal mit Alkohol und gasférmiger Salz- 
siure verestert. Nach der dritten Veresterung fiillten wir, be- 
vor wir im Vakuum einengten, mit Alkohol auf ein bestimmtes 
Volumen auf und bestimmten in einem aliquoten Teil den Stick- 
stoffgehalt. Nun engten wir zum Sirup ein, iiberschichteten 
mit etwa 11/2.—2 Liter Ather und setzten die Aminosiureester 
nach Pribram mit Ammoniak in Freiheit. Das sich abscheidende 
Ammoniumchlorid saugten wir ab und wuschen es tiichtig mit 
Ather aus. Hat man geniigend lange Ammoniak eingeleitet, so 
laBt sich das Ammoniumchlorid gut absaugen und auswaschen. 
Nur einmal zeigte es fettige Beschaffenheit, doch bereitete das 
Auswaschen auch in diesem Falle keine Schwierigkeiten. 

Der Ather wurde mit wasserfreiem Magnesiumsulfat ge- 
trocknet. Wir dampften dann den Ather im Vakuum bei ge- 
wOhnlicher Temperatur ab. Um jeden Esterverlust zu vermeiden, 
hatten wir zwischen Vorlage und Wasserstrahlluftpumpe eine 
mit verdiinnter Salzsaure gefiillte Saugflasche eingeschaltet. 
Der abdestillierte Ather wurde mit Salzsaure ausgeschiittelt. 
Die bei der Destillation zwischen 40—105° tibergehenden Ester 
wurden mit konzentrierter Salzsiure 2 Stunden am Riickfluf- 


') Vgl. E. Abderhalden, A. Gigon und E. Strauss, Uber den 
Vorrat an einigen Aminosiéuren bei verschiedenen Tieren, Diese Zeit- 
schrift, Bd. 51, S. 311 (1907). 
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kiihler gekocht. Wir fiillten auf ein bestimmtes Volumen auf 
und bestimmten in einem aliquoten Teil der Esterfraktion den 
Stickstoffgehalt. 

Die mit Salzsiure ausgeschiittelte Atherfraktion, die Salz- 
siiure der Vorlage und schlieblich die mit Salzséure gekochte 
Esterfraktion verdampften wir im Vakuum zur Trockene. 

Durch Ausziehen mit absolutem Alkohol trennten wir in 
dem Riickstande die Aminosaureesterchlorhydrate vom Chlor- 
ammonium. Durch langsames Eindunsten unter mdglichstem 
Ausschlufi von Feuchtigkeit erhielten wir Krystallfraktionen 
von Glykokollesterchlorhydrat. Die Mutterlauge der ersten Ab- 
scheidung wurde zur Trockene verdampft, der Riickstand mit 
absolutem Alkohol iibergossen und gasf6rmige, sorgfiltig ge- 
trocknete Salzsiure eingeleitet. Die fraktionierte Krystallisation 
wurde so lange fortgesetzt, bis schlieBlich nach mehrtégigem 
Stehen keine Spur von Krystallen mehr sich abschied. Die ver- 
einigten Krystallfraktionen wurden dann aus heifem Alkohol um- 
krystallisiert. Die Reinheit des isolierten Glykokollesterchlor- 
hydrats wurde durch den Schmelzpunkt und die Stickstoffanalyse 
festgestellt. Schwierigkeiten bereitete bei der Isolierung des Gly- 
kokollesterchlorhydrats die Anwesenheit von Chlorammonium. 
Nach unseren Erfahrungen ist aus diesem Grunde an Stelle 
der Ammoniakmethode die Verwendung von Natriumiithylat zur 
Infreiheitsetzung der Ester in solchen Fallen zu bevorzugen. 

Was die Versuche selbst anbetrifft, so ist zu bemerken, daf 
wir den Harn der in Stoffwechselkéfigen gehaltenen Kaninchen 
in Porzellanschalen, in denen sich Toluol befand, sammelten. 
Der innerhalb 24 Stunden gelassene Harn wurde sofort zur 
Hippursiurebestimmung benutzt. Wir tiberzeugten uns stets 
von der Reaktion desselben. Er reagierte stets sauer.') 

Bei den Versuchen III, IV, V und VI verfuhren wir zur 
Bestimmung der Hippursdure in Anlehnung an die Vorschrift 
von Bunge und Schmiedeberg,?) wie folgt: 

') A. van de Velde und B. J. Stokvis, Experimentelle Beitrige 
zur Frage der Hippursdéurezerlegung im lebenden Organismus, Arch. fiir 
exp. Path. u. Pharm., Bd. 17, S. 189 (1883). 


*) S. Bunge und 0. Schmiedeberg, Uber die Bildung der Hippur- 
siure, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 6, S. 233 (1877). 
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50 ccm Harn wurden mit Salzséure angesiuert und 6 mal 
mit je 50 ccm Essigaéther ausgeschiittelt. Die Essigatherausziige 
wurden zur Entfernung aufgenommenen Harnstoffes mit Wasser 
ausgeschiittelt!) und dann im Vakuum eingedampft. Der Riick- 
stand wurde in Wasser gelést, die Lésung im Mebkolben auf 
50 cem aufgefiillt. Nun wurde in zwei Proben von je 10 ccm 
dieser L6sung der Hippurséuregehalt durch Stickstoff bestimmung 
nach Kjeldahl festgestellt. Die Werte fiir Hippursaéure und 
Glykokoll berechneten wir aus den so gewonnenen Hippur- 
sdiurestickstoffwerten. 

In den Versuchen VII und VIII bestimmten wir auferdem 
an zwei Tagen die Hippursadure in Anlehnung an die Vorschriften 
von Wiechowski.?). 50 cem Harn wurden nach Alkalisch- 
machen mit Natriumearbonat auf dem Wasserbade zur Trockene 
verdampft. Der Riickstand wurde mit absolutem Alkohol in 
einen Mefkolben von 150 ccm gespiilt und nach Auffiillen 24 
Stunden stehen gelassen. 100 ccm des raschfiltrierten alkoho- 
lischen Auszuges wurden nach Wiechowskis Vorschrift zum 
Sirup eingedunstet, der Riickstand in wenig Wasser geldst und 
die freie Benzoeséiure 3mal mit je 30 ccm Petrolather im 
Scheidetrichter extrahiert. Die so behandelte Fliissigkeit wurde 
dann noch 6mal mit je 50 ccm Essigather zur Bestimmung der 
Hippursiéure ausgeschiittelt. Die Benzoesaure stellten wir nach 
Abdunsten des Petrolithers bei gew6hnlicher Temperatur in der 
gleichen Weise fest, wie wir es zur Bestimmung der nicht resor- 
bierten Benzoesiure getan haben (vgl. S. 300). Die Hippursaure 
bestimmten wir gravimetrisch nach Abdunstenlassen des Essig- 
athers bei gewOhnlicher Temperatur. Die so gewonnene Hippur- 
sdure war schon recht rein. 

Wir wandten auch bei den Versuchen VII und VIII ver- 
gleichsweise die Methode von Bunge und Schmiedeberg, wie 


'!! F. Blumenthal und A. Braunstein, Uber die quantitative 
Hippursdurebestimmung beim Menschen, Hofmeisters Beitrige, Bd. 3, 
S. 385 (1903). 

F. Blumenthal, Zur Methode der Hippursdurebestimmung, Zeit- 
schrift f. klin. Medizin, Bd. 40, S. 339—44. 

*) W. Wiechowski, Die Gesetze der Hippursduresynthese, Hof- 

meisters Beitrage, Bd. 7, S. 262 (1906). 
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oben angegeben, an, bestimmten jedoch in diesen Versuchen 
die Hippursaéure nach Abdunsten des Essigiithers gravimetrisch. 
Ks zeigte sich, daf die auf diese verschiedenen Arten gewonnenen 
Resultate recht gut zusammen tibereinstimmten. Kinzig bei An- 
wendung der von Wiechowski angegebenen Methode erhielten 
wir keine so guten Ausbeuten, immerhin lassen sich bei geniigender 
Ubung Werte erhalten, die den nach Bunge und Schmiedeberg 
erhaltenen nahe kommen. Uns scheint ihr ein Vorzug gegeniiber 
der altbewahrten Methode nicht zuzukommen. 

Zur Bestimmung der nicht resorbierlen Benzoesiiure 
verfuhren wir, wie folgt. Der Gesamtkot eines Kaninchens wurde 
3 Tage im Soxhletapparat mit absolutem Alkohol extrahiert, 
der Alkoholextrakt nach Zugabe von etwas Natriumcarbonat 
unter vermindertem Druck zur Trockene verdampft, der Riick- 
stand mit heifem Wasser aufgenommen, filtriert und das Filtrat 
in einem Mefkolben bis zur Marke aufgefiillt. Ein aliquoter 
Teil wurde nach Ansiéuern mit Phosphorsaure der Wasserdampf- 
destillation unterworfen. Das Destillat wurde durch ein kleines 
Filterchen in Normal-Natriumcarbonatlésung tropfen gelassen. 
Nun wurde mit 10 ccm einer 25°/o igen Phosphorsaureloésung an- 
gesiuert. Dann wurden 2 1 Wasser unter normalem Druck durch- 
destilliert und 5 ccm Normal-Sodalésung vorgelegt. Das Destillat 
wurde auf dem Dampfbade zur Trockene verdampft, der Riick- 
stand in wenig Wasser gelést und nach Filtration in einem 
Mef8kolben auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. 

20 eem dieser Lésung wurden nach Ansauern mit ver- 
diinnter Salzsiure 3 mal mit je 30 ccm Petrolather ausgeschiittelt. 
Der Petroliither wurde durch einen trockenen Luftstrom bei ge- 
woOhnlicher Temperatur abgedunstet und der sehr geringe Riick- 
stand in 50 °/oigem Alkohol gelést. Nach derVorschrift von Remy‘) 
wurden je 10 ccm einer 5°/oigen KJ- und KJO,-Lésung hinzu- 
gefiigt. Die Benzoesaure wird hierdurch in Monojodbenzoesaéure 
iibergefiihrt und die freiwerdende dquivalente Menge Jod mit 
Natriumthiosulfat titriert. 


‘) Eduard Remy, Uber die quantitative Bestimmung der Benzoe- 
siure, Apoth.-Ztg., Bd. 26, S. 835 (1911). 
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Versuch Nr. VII. Kaninchen @ schwarz. 


















































i | | Harn- | | Hippur- | Hippur- | Hippur- | 
Tag eu Nahrung -+ Zusatz | menge | Gosamt-N aiure-N on Glykokol siure-N | er 
| | | | zu Ges.-N | kungen 
i911 | og ; ecm | g | g g g in %o | 
11.XI. | 1562 [ohne Nahrung. 1 g Na-benzoic.. — | a ae — a ae 
- 2 | £ ; 2 > » | 40 | 0,7665 | 0.1834 | 1,710 | 0.7164 | 17,4 
; 13. | _ , 2 » » | 114 | 1,8018 | 0.3189 | 4,025 | 1,6864 | 11,7 
= 16. ? . » | 8& | 1,5752 | 03713 | 4,760 | 1,9944 | 23,5 
= 6 | 4% ee > | 56 | 1,6230 01929 | 2346 | 098299 | 118 | 
Ss 16. is > > > | Qt | 0,7613 | 0,0457 | 0,588 | 02464 | 60 | 
z 7 | | > ; 94 = 11344 | 0.2233) «2,860 | 11983 19,6 | 
. ww 1006 |» » D> > | 114 | 26619 0.1404 | 1,800 | 0,754 | 53 | tot. 
a Insgesamt wurden ausgeschieden . . . 10,3241 | 1,4209 | 18,089 | 7,5790 | 13,7 | 
‘ | | | jae | 
¢ | 
2 Versuch VIII. Kaninchen @ grau. 
2 11.X1I. 1952 ohne Nahrung. 1 g Na-benzoic.| — — — | — | — — | 
F 19 ' e/a - | 5 09229 01270 | 1,501 | 0.6289 | 13,7 
€ 13. > 2> > | 120 | 17121 02312 | 2,964 | 11999 | 135 | 
7 14. , 2 > | 114 | 1,7218 | 0,2981 | 3,822 16014 | 173 | 
15. Py | .; , 74 15682 | 02045 2622 | 10986 | 131 | 
16. , | 34 | 11737  0,0385 0,494 | 0.2069 33 | 
1392 |. : 2> i 56 =| «00,8963 -0,1778 2,280 | 00,9653 | 19,8 | tot. 
— Insgesamt wurden ausgeschieden. . .| 7,9900 | 1,071 | 13,683 5.7010 | 13,4 
im Durch- | 


| , schnitt 
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Aus dem 


| Ge- | Gewicht | 'N-Gehalt N-Gehalt Ge- |Glykokoll) Stickstoff- 


wicht|, der |nachder nach funden in Sie des'ehalt')be- 





Nr. | des —— _ Hydro- 3 \¢ Ver-| Glyko- neten | rechnete 
\Tieres | Menge __ lyse esterung koll Kiweib- | eo 

| g | g | 8 g | g [ g 
Versuch III} 1619 | 1103 | 43,8048 | 37, 9080 | 5,28 2,22 236,93 
> IV | 1450 934 | 35,9177 31 6181 | 5,54 2.71 | 197,61 
> Vi} 1460 | 885 | 38,6117 | 30,1579 | 515 | 2,73 | 188,49 
> VI) 2395 | 1540 | 58 8556 | 53,1835 | 4,45 1,34 | 332,40 
VII} 1006 | 725 | 27,1059 | 25,3692) 4,28 2,69 | 158,56 
» Vit! 1392 | 956 | 36,6781 30,5418 | 6,01 2,62 | 190,89 





Normalef 1) 1949 | 1364 | 44,1815 | 38,5732) 5,54 | 2,29 | 241,08 
Tiere (IM) 2377 | 1628 | 49,9316 | 48,2504| 5,15 | 1.70 | 801,57 
— I] 1565 | 984 36,1211 31,1181 412) 2,12 | 194,49 
peal H 1610 | 875 ] SRO SOARS 4,89 2,59 | 188,27 
lin 1845 | 1070 | 40,0572| 36,2580) 5,10! 225 | 22661 


Benzoesiurebestimmungen im Kot. 


Versuch Nr. III 0,13187 g nicht resorbierte Benzoesaure. 


IV 0.24132 g¢ - | 
: V 0,34236g >» , 
> » VI pierce g » » 
> » VII 0.33523 g , » 


» VII 0.31041 g 





') Der Berechnung ist der in der alkoholischen Lisung der Amino- 
siureesterchlorhydrate gefundene Stickstoffwert zugrunde gelegt. 








Weitere Beitrage zur Chemie der Homogentisinsaure. 


I. Mitteilung. 


Von 
Carl Th. Mérner. 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Marz 1912.) 





Inhalt. 


l. Benzochinonessigsiure, das nachste Oxydationsprodukt 
der Homogentisinsaure. 1. Darstellung usw. 2. Kigenschaften 
und Reaktionen. a) Physikalische Beschaffenheit. b) Saurecharakter. 
c) Chinonsubstanzcharakter. d) Verhalten in wisseriger Lésung 
e) Verhalten bei Erhitzung (in Substanz). f) Eimige sonstige Re- 
aktionsverhaltnisse. 

ll. Verhalten der Homogentisins&éure in Hinsicht der Chin- 
hydronbildung. 1. Orientierende Versuche. 2. Darstellung des 
«eigenen» Chinhydrons der Homogentisinséure. 3. Versuch, «<ge- 
mischte> Chinhydrone von Homogentisinsiure usw. darzustellen. 

Ill. Verhalten der Homogentisinsiure gegen Ferrichlorid (bei 
gew. Temperatur). 


I. Benzochinonessigsaure, das nichste Oxydationsprodukt der 
Homogentisinsaure. 


Bei vorbereitenden Versuchen mit einer Homogentisin- 
siiuresynthese, die, wenn die Reaktion in der beabsichtigten 
Richtung verlief, in erster Linie Benzochinonessigsaéure ergeben 
sollte, empfand ich das Bediirfnis einer naheren Kenntnis der 
Eigenschaften dieser Verbindung, um, darauf gestiitzt, leichter 
mit der weiteren Bearbeitung der Reaktionsmischung zurecht- 
zukommen. Zwar bin ich schon friiher!) mit gewissen Derivaten 
der Benzochinonessigsiiure, ihrem Dianilid, Di-p-toluidid usw., 
in Beriihrung gekommen, beziiglich der Séure selbst ermangelte 
ich aber jeder eigenen Erfahrung. Auch bei einer eingehenden 


') Diese Zeitschrift, Bd. 69 (1910), S. 329. 
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Literaturpriifung war kein einziger Aufschluf hieriiber zu er- 
halten. Allem nach zu urteilen ist diese, doch verhiiltnisméabig 
einfach konstituierte, aus der Natur nicht bekannte Verbindung 
bisher nicht auf synthetischem Wege dargestellt bezw. be- 
schrieben worden. Unter solchen Umstiinden entschloB ich mich, 
zu versuchen, die genannte Verbindung darzustellen, und zwar, 
von der Homogentisinsiure ausgehend, durch Chromatoxydation 
derselben in saurer Fliissigkeit. 


1. Darstellung usu. 


Von Homogentisinsiiure!) wurden Portionen von 10 bezw. 
20 g in Arbeit genommen, unter Beobachtung folgender Relation 
in der Reaktionsmischung, pro 1 g Homogentisinsiure gerechnet: 
Wasser 20 ecm 
konzentrierte Schwefelséure 2¢g 
gesattigte Natriumbichromatlésung?) 2 ccm 
Die Homogentisinsiiure wird in dem zuvor mit der Schwefel- 
sdure versetzten Wasser gelést. Nach Abkiihlung der Fliissig- 
keit auf ca. + 0° C. wird die Bichromatlésung aus einer Biirette 
tropfenweise und unter Umrihren, jedoch nicht mehr als 2 ccm 
nacheinander hinzugesetzt; zwischen jJedem solchen Zusatz wird 
die Mischung durch Kinpacken des Gefafes in Schnee abgekiihlt. 
Hierbei beobachtet man das Auftreten goldglinzender, diinner 


') Die fiir die in diesem Aufsatz beschriebenen Versuche erforder- 
lichen betriichtlichen Homogentisinsiuremengen wurden aus (nach Garrod 
aus Alkaptonharn dargestelltem) Bleisalz durch Umsetzen desselben (be 
Zimmerwirme, unter fleifigem Umschiitteln) mittels berechneter Menge 
doppelter Normalschwefelséiure (175 ccm pro 100 g Bleisalz), Abfiltrierung 
von Bleisulfat, Konzentrierung des schon an sich hochprozentigen Filtrats 
im Vakuum (bei Zimmerwarme) bis zu reichlicher Auskrystallisierung, 
kraftiges Auspressen der Krystalle und Auflésen in wenig Wasser (Fil- 
trieren); danach erneutes Konzentrieren im Vakuum, bis nur eine ganz 
geringe Menge Mutterlauge iibrig ist, Auspressen, Trocknen bei Zimmer- 
wirme iiber Schwefelsiure. Die Saure ist, auf diese Weise dargestellt, 
fast farblos und frei von Lactonbeimischung, was der Regel nach nicht 
der Fall bei Praparaten ist, die nach den in den Handbichern utblichen 
Vorschriften bereitet sind, welch letztere sich auf die Zersetzung des 
Bleisalzes mittels Schwefelwasserstoff usw. griinden. 

*) Spez. Gewicht ca. 1,75. 
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Krystalltafeln in der dunkelgefarbten Fliissigkeit. Nach eintagigem 
Stillstehn bei ca. + 0° wird die Reaktionsmischung (filtriert, 
und die Krystallmasse mit schneegekiihltem Wasser (jedesmal 
kleine Portionen) gewaschen, bis das Waschwasser nicht mehr 
Schwefelsdurereaktion mit BaCl, gibt; Auspressen und Trocknen 
im H,SO,-Exsikkator. Ausbeute in verschiedenen Versuchen 
41—45°/o der angewandten Menge Homogentisinsaure (Frak- 
tion A). Durch Schiitteln der Mutterlauge --+- Waschwasser mit 
Ather (4mal, jedesmal !/2 Volumen Ather) und Verdunstung des 
mittels Na,SO, vom Wasser befreiten Athers bei Zimmerwirme 
wird eine weitere betrachtliche Menge der schon krystallisierten 
Substanz, 23—26°/o1) der Homogentisinsaéuremenge entsprechend, 
erhalten (Fraktion B). 

Das auf den beiden Wegen erhaltene Rohprodukt wurde 
zunichst jedes fiir sich umkrystallisiert, wonach durch wieder- 
holte Umkrystallisierung noch eine weitere Anzahl Préaparate 
hergestellt wurden. In Anbetracht der bei der Darstellung 
zutage getretenen relativ geringeren Léslichkeit der Substanz 
in kaltem Wasser méchte man geneigt sein, in warmem Wasser 
ein gutes Medium zur Umkrystallisierung zu erblicken; es ist 
indessen vollkommen unanwendbar, da die Substanz bei Be- 
handlung damit zerfallt (siehe unten 5S. 314). Dagegen labt 
sich die Substanz mit Leichtigkeit und mit guter Ausbeute aus 
gewissen organischen LOsungsmitteln umkrystallisieren. Fol- 
gende drei Verfahren sind hierzu angewandt worden: 

a) Die Substanz wird in Aceton (10 cem?)) gelést, Chloro- 
form (10 ccm) hinzugesetzt, eine eventuelle Triibung abfiltriert, 
Ligroin (40 ccm) hinzugesetzt (unmittelbar beginnende Aus- 
scheidung von Krystallen); nach einem Tage (bei Zimmerwarme) 
wird der Krystallniederschlag auf das Filter genommen, aus- 
gepreBbt und erst in der Luft an kiihler Stelle einige Tage lang, 
dann im H,SO,-Exsikkator bis zu konstantem Gewicht, das sich 
binnen einiger Tage einstellt, getrocknet. 


') Ungefihr die Halfte davon wird aus dem 1. Atherextrakt ge- 
wonnen; aus dem 4. nur eine ganz unbedeutende Menge. Gesamtausbeute 
also: ca. 65—70 °/o. 

*) Die Zahlen beziehen sich auf 1 g Substanz. 
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b) Aus dem Filtrat von a) werden, durch Anwendung 
gelinder Wasserbadwirme, Aceton und Chloroform, sowie ein 
Teil des Ligroins entfernt, wobei wieder eine ziemlich reich- 
liche Ausscheidung von Krystallen stattfindet, die sofort auf 
das Filter genommen werden usw. 

c) Bei Wasserbadwiirme wird eine gesittigte Benzollésung 
der Substanz bereitet, die noch warm filtriert wird (Krystalle 
scheiden sich wibrend des Abkiihlens aus). Weitere Behand- 
lung der Krystalle wie oben. 

Die dargestellten Préparate sind nachstehend nach dem 
bei der Umkrystallisierung angewandten Verfahren gruppiert: 











| Mol.- C- H- | Schmelz- 
Gehalt*) | Gehalt*) | punkt’) 
| Gew. ‘. 90 9% © ¢. 
a) Priparat 1... . | 169 58,054) | 3,77 | 192 
; 168 57,94 3,92 124 
> ae | 167 _- — | 126 
>» W.....| 166 —- | — | 126 
oe © ~-Weias 166 57.52 | 368 | 131 
F We ones) 167 i | 130 
. Qe wow, 167 58,09 3.76 | 129 
| | 
* © Mees « 167 — — | 131 
> MR. .knalt = —- | — | 180 
Berechnet fir C,H,0, .. | 166 67.81 | 365 | — 








1) Bestimmt durch Titrierung mit /10-Alkali (Indikator: Phenol- 
phthalein). 

2) Die in diesem Aufsatz angefiihrten C- und H-Bestimmungen sind 
von Herrn Dr. H. Weil, Miinchen, ausgefiihrt worden. 

3) Bei Bestimmung des Schmelzpunktes, richtiger des Zersetzungs- 
punktes (reichliche Gasentwickelung), wurde das Kapillarrohr in das zuvor 
auf 115—120° erhitzte Schwefelsiurebad hinabgetaucht. 

4) Praiparat I. 0,1597 g ergaben 0,3399 g CO,, 0,0537 g H,0. 

> II. 0,1461 » > 03104 >» >» 0,0510> » 
> Ill. 0,1588 >» 0,3349 >» » 00521 > » 
> IV. 0,1600 > 08408 > » O0536> » 


+d 


& 
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Stellt man die gefundenen Molekulargewichte und die 
C- und H-Werte mit dem vorhandenen ausgesprochenen Cha- 
rakter als Séure und als Chinonsubstanz (siehe unten) zu- 
sammen, so kann kein Zweifel herrschen an der Identitét der 
dargestellten Substanz mit der berechneten, d. h. mit Benzo- 
chinonessigsiure, C,H,O, - CH, - COOH oder: 


Der innerhalb der Gruppe a) der Praparate beobachtete 
niedrigere Schmelzpunkt diirfte darauf beruhen, dai diese — im 
Giegensatz zu den iibrigen — ohne Erhitzung bereiteten Pri- 
parate auf irgend eine Weise eine geringe Menge Aceton auf- 
nehmen und auch nach linger dauernder Exsikkatorbehandlung 
trotz eingetretener Gewichtskonstanz hartniickig dieselbe fest- 
halten (bei Destillierung mit Wasser zeigt eine zuerst tiber- 
gehende, kleinere Fraktion deutliche Reaktion bei Liebens 
Jodoformprobe). Hierzu kommt, daB innerhalb derselben Gruppe 
die beiden Praparate, Nr. I und IJ, die die niedrigsten Schmelz- 
punkte aufweisen, das erste Umkrystallisierungsprodukt von 
Fraktion A bezw. Fraktion B darstellen, d. h. — im Gegensatz 
zu den beiden anderen — nur einmal umkrystallisiert sind. 


2. Eigenschaften und Reaktionen. 


Ganz allgemein laft sich von der Benzochinonessigsiure 
sagen, dafi mit der Substanz — vom Laborationsgesichtspunkt 
aus — ebenso angenehm zu arbeiten ist, wenn man indifferente, 
organische LOsungsmittel anwendet, unter Vermeidung von un- 
notig starker Erhitzung, wie sie (infolge von Destruktion) un- 
hantierlich in wasserhaltigem Medium ist, zumal wenn sich 
hdhere Temperatur dazu gesellt. Dieser Umstand diirfte wesent- 
lich schuld daran sein, dah diese — wie bereits erwahnt — 
verhaltnismafig so einfach konstruierte Verbindung bisher nicht 
in den Gesichtskreis des chemischen Forschers getreten ist. 
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a) Physikalische Beschaffenheitt. 


Die Substanz krystallisiert in Form von diinnen, rhom- 
boedrischen oder quadratischen Tafeln, die der Farbe und dem 
Glanze nach an Bleijodid oder «Mussivgold» erinnern. Im Gegen- 
satz zum Benzochinon nicht fliichtig,!) ermangelt es jeder An- 
deutung von Geruch. Der Geschmack ist schwach sauer, danach 
bitter. Lésungen der Substanz besitzen, je nach der Konzen- 
tration, gelbe-rotgelbe, gelbrote-braunrote Farbe. In Wasser 
ist die Substanz ziemlich léslich, wenn auch nicht in gewohn- 
lichem Sinne leichtléslich (vgl. S. 308 tiber die Darstellung); in 
solcher Losung tritt sehr bald Destruktion ein (siehe unten S. 314). 
Was die allgemeiner gebriuchlichen, organischen L6ésungs- 
mittel betrifft, so laBt sich die Substanz als leichtléslich be- 
zeichnen in Athylalkohol, Athylather, Athylacetat, Methylalkohol, 
Aceton, Epichlorhydrin, Anilin und Eisessig;?) ziemlich léslich 
ist sie in Amylalkohol; bei Zimmerwiérme fast oder ganz un- 
léslich in Chloroform, Tetrachlormethan, Benzol, Toluol, Xylol, 
Petroleumither, Ligroin und Kohlendisulfid. 

Der Schmelz-(Zersetzungs-)Punkt fiir reine Benzochinon- 
essigsaure liegt bei ca. +- 130° C. (s. oben S. 309) — der fiir 

1) Siehe S. 320. 

*) Auch in Pyridin lést sich die Substanz mit Leichtigkeit, binnen 
weniger als einer Minute aber erstarrt die braunrote Lésung zu einem 
Magma, gebildet aus farblosen, glanzenden Krystallen (Rosetten von kurzen 
Prismen), die sich bei Zusatz, selbst in reichlicher Menge, weder von 
Pyridin noch von absolutem Alkohol lésen. Orientierende Versuche mit 
der isolierten Substanz zeigen, dafs dieselbe nicht, wie man zunichst 
wohl annehmen kénnte, aus dem Pyridinsalz der Benzochinonessigséure 
besteht, sondern aus einem komplizierteren Reaktionsprodukt — u. a. siib- 
schmeckend, ziemlich leichtléslich in Wasser mit approximativ neutraler 
Reaktion; mit FeCl, indigoblaue, bald voriibergehende Fiarbung ergebend; 
ammoniakalische Silberlésung unmittelbar reduzierend, bei Kochen mit 
Natronlauge intensiven Pyridingeruch von sich gebend; der allgemeinen 
Chinonreaktionen ermangelnd — eine Substanz, die offenbar ein naheres 
Studium verdient. Die der Benzochinonessigsiure nahestehenden Sub- 
stanzen Benzochinon, Benzohydrochinon, Homogentisinsdure und ihre 


Lactone verhalten sich in der fraglichen Hinsicht gegeniiber Pyridin in- 
different. 
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xenzochinon bekanntlich bei -+ 116°, der fiir Homogentisin- 
saure bei -+ 147°. 


b) Sdurecharakter. 


Dieser tritt sehr deutlich nicht nur durch den Geschmack 
hervor, sondern auch in dem Verhalten zu acidi-alkalimetrischen 
Indikatoren; so wird z. B. Kongopapier blaugefirbt. In Uberein- 
stimmung hiermit kann die Substanz acidimetrisch titriert werden 
(z. B. mit Phenolphthalein als Indikator), welches Verhaltnis den 
auf S. 309 angegebenen Molekulargewichtsbestimmungen zu- 
grunde liegt. 


¢) Chinonsubstanzcharakter. 


Schon 1867 fand Schaer,!) dai gewéhnliches Chinon, 
d. h. Benzochinon, «<ozonidischen» Charakter besitzt, der sich 
in seinem Vermogen iufert, Guajaktinktur und angesduerte 
Jodkaliumstarkekleister blau zu farben. Auf das Vermégen des 
Benzochinons (und anderer untersuchten Chinonsubstanzen), in 
saurer Lésung Jod aus Kaliumjodid nach dem Schema: 

C,H,O, -+ 2 HCl -+ 2 KJ = C,H,O, + 2 KCl + 2 J 
frei zu machen, hat Valeur?) eine Titriermethode (Titrierfliissig- 
keit: "/10-Natriumhyposulfit) zur quantitativen Bestimmung von 
Chinonsubstanzen, bezw. zur Bestimmung ihres Molekularge- 
wichts gegriindet. Auch bei der von Liebermann’) ange- 
gebenen qualitativen Chinonreaktion kommt derselbe «ozoni- 
dische» Charakter zum Ausdruck. Die fragliche Reaktion wird 
von Liebermann folgendermafen beschrieben: «Setzt man zu 
1—2 Tropfen einer farblosen, alkoholischen Hydrocérulignon- 
l6sung wasserige Chinonlésung, so farbt sich die Mischung sofort 
gelbrot und gleichzeitig scheiden sich unter Wiederentfarbung 
der L6sung die stahlblauen, schillernden Nadeln von Cérulignon 
aus». Liebermann bemerkt ferner: «Nicht alle Chinone redu- 
zieren sich gleich leicht, und daher gibt z. B. Thymochinon 
die Reaktion nicht oder ungeniigend. » 

') Zeitschr. f. Biologie, Bd. 37 (1899), S. 320. 


?) Compt. rend., Bd. 129 (1899), S. 552. 
*) Berichte der Deutsch. chem. Ges., Bd. 10 (1877), S. 1615. 
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Was nun Benzochinonessigsaure betrifft, so hat sie genau 
dasselbe Verhalten wie Benzochinon selbst gezeigt, d.h. sie 
reagiert kraftig positiv bei allen 3 angegebenen Reaktionen. 

Bei Versuchen, das Molekulargewicht nach Valeur zu 
bestimmen, sind Werte (167—168) erhalten worden, die mit den 
auf acidimetrischem Wege festgestellten nahe iibereinstimmen. 


Das fiir Liebermanns Reaktion erforderliche Hydrocérulignon 
wurde, da es nicht im Handel erhiltlich war, von mir aus rohem Holz- 
essig (Acetum pyrolignosum) nach dem von L.*') angegebenen Verfahren 
dargestellt. Bei Arbeit in kleinem Mafistabe, wie es hier der Fall war 
(Ausgangsmaterial: 500 g roher Holzessig), lauft man indessen bei strenger 
Befolgung von L.’s Vorschrift Gefahr, das Hydrocérulignon zu «<verlieren>, 
namlich infolge seiner nicht vollstaéndigen Unléslichkeit in der HCl-sauren 
mit Zn behandelten Fliissigkeit. In dem nach vollendeter Reduktion ab- 
filtrierten unbedeutenden Riickstande befand sich die gesuchte Substanz 
nicht, wohl aber in dem Filtrat, aus dem sie mit Leichtigkeit durch Aus- 
schiittelIn mit Ather, Verdunstung des Athers und Umkrystallisierung des 
Riickstandes aus etwas Alkohol (farblose Krystallnadeln) zu erhalten war. *) 

Ein weiteres einfaches Reagens zum Nachweis der kraftig 
oxydierenden Wirkung der Chinonsubstanzen habe ich in einer 
nahezu farblosen, mit Schwefelséure angesdiuerten Lésung von 
Ferrosulfat -- Ammoniumrhodanid gefunden, die unmittelbar 
intensiv rote Farbe (vom Ferrirhodanid) bei Zusatz von Benzo- 
chinon oder Benzochinonessigsaure annimmt. | 

Eine andere Seite des fraglichen Chinoncharakters der 
Substanz tritt durch ihr Vermégen zutage, mit ihrer entsprechen- 
den Hydrochinon-(p-Dioxybenzol-)Substanz, d. h. mit Homo- 
gentisinsdure, ein typisches Chinhydron zu bilden (genaueres 


dartiber siehe 5. 321 ff.). 


d) Verhalten in wiisseriger Lésung. 


In wasseriger Lésung zeigt Benzochinonessigsdure be- 
merkenswert geringe Resistenz. Die in frisch zubereitetem Zu- 





‘) Ann. d. Chemie u. Pharmacie, Bd. 169 (1873), S. 221. 

*) Beobachtung: In konzentrierter Schwefelsiure list sich Hydro- 
cérulignon mit orangeroter Farbe; wird ganz wenig Kaliumdichromat zu- 
gesetzt, so geht die Farbe in intensives Indigoblau iiber (Cérulignon gibt, 
wie L. angibt, mit konzentrierter Schwefelsdure direkt die letztere Farben- 


reaktion). 


21* 
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stande klare, rotgelbe Lésung nimmt bei Aufbewahrung immer 
dunklere, braune bis schwarzbraune Farbe an und scheidet ein 
fast schwarzes Sediment ab (dies schon bei Zimmerwirme und 
auch geschitzt gegen Tageslicht). Bei Erwérmung tritt die Ver- 
anderung weit rascher auf. Aus der so verinderten Lésung 
werden, bei Ausschiitteln mit Ather und Verdunsten des Athers, 
schlieBlich nicht weiter Krystalle von Benzochinonessigsaure er- 
halten, wohl aber ein Rest, in dem Homogentisinséiure durch 
Uberfiihrung in ihr charakteristisches Bleisalz nachgewiesen 
werden kann. Schritt fiir Schritt kann auch die Destruktion der 
Benzochinonessigséure bezw. das Auftreten von Homogentisin- 
siure verfolgt werden durch Priifung mit Ferrichlorid, indem 
die Substanz selbst (in frisch zubereiteter wisseriger Lésung) 
nicht damit reagiert, wihrend Homogentisinsiure bekanntlich 
eine, wenn auch voriibergehende Blaufirbung ergibt. 

Zur weiteren Beleuchtung der diesbeziiglichen Verhiltnisse 
seien einige Versuche wiedergegeben. 

0,1632 g Benzochinonessigséure wurden in einer Platin- 
schale mit Wasser iibergossen; Erwirmung in Wasserbad 
wahrend 5 Stunden, wobei verdunstetes Wasser von Zeit zu 
Zeit wieder ersetzt wurde; schlieBlich wurde zur Trockenheit 
eingedunstet und danach eine weitere Stunde erhitzt. Trocknen 
im H,SO,-Exsikkator bis zu Gewichtskonstanz. Der glinzende, 
schwarzbraune, firnisartige Riickstand wog 0,1132 g (ent- 
sprechend einem Gewichtsverlust von ca. 31°/o). Der Riick- 
stand wurde mit etwas Wasser aus der Schale entnommen, der 
braunschwarze Bodensatz wurde abfiltriert, das Filtrat mit neu- 
traler Bleiacetatlésung versetzt, aufgekocht, durch Filtrieren von 
braunen Flocken befreit. Aus dem Filtrat schieden sich bis 
zum folgenden Tage Krystallnadeln von homogentisinsaurem Blei 
aus. Das Auftreten eines dunklen Bodensatzes, wie auch der 
bedeutende Gewichtsverlust zeigen, dafi die Destruktion der 
Substanz nicht nur eine «Selbstreduktion» zu Homogentisin- 
siure darstellt, sondern dai die Reaktion von weit kompli- 
zierterer Natur ist. Ein «Chinongeruch», d. h. ein solcher, wie 
er dem Benzochinon zukommt, wurde in keinem Stadium dieses 


Versuches bemerkt. 
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AnlaBlich des beobachteten Gewichtsverlustes wurde folgen- 
der Versuch angestellt. 

0,150 g Substanz -+ 30 ccm Wasser wurden aus Kolben 
mit Kiihler destilliert, bis das Volumen des Destillats 15 ccm 
betrug (der riickstiindige Kolbeninhalt!) war dunkelbraun und 
triibe). Das Destillat war farb-, geruch- und geschmacklos, mit 
nur schwacher Andeutung zu saurer Reaktion; es ergab nicht 
Blaufirbung mit angesiuertem Jodkaliumstarkekleister und redu- 
zierte nicht ammoniakalische Silberlésung. Es lief sich also 
auch bei dieser Versuchsanordnung kein Benzochinon nach- 
weisen, gleichwie auch kein anderes charakterisierbares Zer- 
setzungsprodukt in dem Destillat angetroffen wurde. 

Man koénnte vielleicht sich vorstellen, dai die der freien 
Sadure zukommende Neigung zu Zerfall in wasseriger Losung sich 
nicht geltend machen wiirde, wenn die Sdure an Alkali zu neu- 
tralem Salz gebunden wire. Das ist aber nicht der Fall. Eine mit 
verdiinnter Kalilauge sorgfaltig neutralisierte, frisch zubereitete 
wisserige Losung wurde in 2 gleichgrofe Portionen geteilt. 

a) Die eine wurde sofort in verdiinnte Schwefelsaure ge- 
gossen und die Mischung mit Ather ausgeschiittelt, der beim 
freiwilligen Verdunsten Krystalle vom gewohnlichen Aussehen 
der Benzochinonessigsiure gab. Nach Umkrystallisierung wurde 
der Schmelzpunkt zu -+- 128°, das Molekulargewicht zu 169° 
bestimmt. 

b) Die zweite Portion wurde im Vakuum verdunsten ge- 
lassen, wobei sie dunkler und dunkler wurde. Aus dem dunkel- 
braunen, firnisartigen Riickstande konnten, nach Anséuerung mit 
verdiinnter Schwefelsiiure und Ausschiitteln mit Ather, keine 
Krystalle von Benzochinonessigsaure erhalten werden. 


e) Verhalten bei Erhitzung (in Substanz). 
Auch bei Abwesenheit von Wasser wird die Substanz bei 
vewOhnlicher Trockenschrankwiirme (-}- 105°), ja, bei noch 





') Nach Abkiihlung und Filtrieren wurde mit angesauertem Jod- 
kaliumstarkekleister gepriift: keine Blaufarbung; mit Ferrichloridlésung 
gab die Fliissigkeit dagegen, in Ubereinstimmung mit einer Homogentisin- 
sdurelésung, voriibergehende Blaufarbung. 
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niedrigerer Temperatur destruiert. Eine 0,1712 g wiegende 
Portion wurde in einen Trockenschrank von erwihnter Tem- 
peratur hineingestellt. Binnen einigen Minuten hatte die ur- 
spriingliche, schén gelbe Farbe einer schmutzigen, dunkelgrauen 
Platz gemacht; nach 20 Minuten erblickte man eine stark auf- 
geblihte und zusammenhangende, glanzende, pechschwarze 
Masse. Bei fortgesetzter Trockenschrankbehandlung trat nach 
11/2 Stunden Gewichtskonstanz ein; das Gewicht nun: 0,1480 g 
(entsprechend einem Gewichtsverlust von ca. 14°/o). Beim 
Schiitteln der Masse mit Wasser erhielt man ungelost ein kohlen- 
schwarzes Pulver, das nach Trocknen bei -- 105° 0,0456 g 
wog. Dieses léste sich leicht und vollsténdig in Ammoniak; bei 
Ansiuerung der Lésung mit Schwefelsiure fielen schwarze 
Flocken aus. 

Auch bei der Erhitzung in Substanz verspiirte man in 
keinem Stadium «Chinongeruch», ebensowenig eine andere deut- 
liche Geruchsqualitit. 


f) Einige sonstige Reaktionsverhdltnisse. 


1. Durch Behandlung mit Schwefeldioxyd kann Benzo- 
chinonessigsiure in Homogentisinséure tibergefiihrt werden, 
ohne daf dabei dunkelgefarbte Nebenprodukte in nennenswerter 
Menge entstehen. 

2. Durch konzentrierte Schwefelsdéure werden die Krystalle 
sofort schwarz gefiirbt, wonach sie sich zu einer schmutzig 
olivfarbenen Fliissigkeit lésen. Konzentrierte Chlorwasserstoff- 
siiure gibt weder bei Zimmerwiarme noch bei Kochen AnlaB zu 
einer Farbenreaktion. 

3. Die wisserige Losung scheidet keinen Niederschlag aus, 
wenn man Bromdimpfe successiv absorbierén laft, oder wenn 
Bromwasser hinzugesetzt wird. 

4. Millons Reagens fallt nicht unmittelbar die wisserige 
Lésung; bei Kochen keine Rotfarbung (bei Abkihlen setzt sich 
ein hell orangegelber Niederschlag ab). 

5. Mit Ferrichloridlésung gibt die wasserige Lésung (frisch 
zubereitet!) keine Firbung oder Fallung (vgl. S. 314). 

6. Neutrale Bleiacetatldsung bewirkt nicht unmittelbar 
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einen Niederschlag: spéter tritt die Destruktion der Substanz 
ein, sich in reichlicher Entstehung eines schwarzbraunen Boden- 
satzes dufernd. 

7. Silbernitratlosung wird nicht innerhalb einer Stunde 
bei Zimmerwirme reduziert; bei Kochen entsteht dagegen bald 
ein Metallspiegel. Ammoniakalische Silberlésung wird momen- 
tan reduziert. 

Bei Zusatz von Fehlingscher Fliissigkeit wird Oxydul 
ausgeschieden, bei Zimmerwirme binnen !/2 Stunde, bei Kochen 
sofort. 

Diese Reaktionen, mit den aus S. 312 angegebenen zu- 
sammengestellt, zeigen, daB Benzochinonessigsiiure — in Uber- 
einstimmung z. B. mit Benzochinon und Wasserstoffsuperoxyd 
— in ausgesprochenem Grade sowohl Reduktions- als Oxy- 
dationsvermogen besitzt. 

8. Eine schdne Farbenreaktion, die der Benzochinonessig- 
saure mit dem Benzochinon gemeinsam ist, und die meines 
Wissens bisher nicht angegeben worden ist, erhalt man, wenn 
man die wasserige LOsung zuerst mit Jodjodkaliumlésung, danach 
ganz vorsichtig mit Natronlange!) versetzt: kirschrote Fiarbung, 
bei weiterem Natronlaugenzusatz tibergehend in olivgriine. 

9. Ein von Raciborski®) fiir Benzochinon angegebenes 
Reaktionsverhalten — Entstehung intensiver Rotfarbung, wenn 
Benzochinon in wisseriger Lésung auf Aminosiéuren oder ge- 
wisse Proteinstoffe einwirkt — habe ich zuniichst beziiglich 
einiger Aminosiuren nachgepriift, wobei ich das angegebene 
Verhaltnis habe konstatieren kénnen. Die Mischungen lief ich 
bei Zimmerwérme 24 Stunden lang stehen: 

Glykokoll | 

Alanin (r-) kirschrot, 

Leucin (r-) 

Tyrosin (r-) } rot (ungefaéhr dieselbe Qualitét wie bei 
»  (I-) f Millons Reaktion), 


1) Die Reaktion gelingt nicht mit Natriumcarbonat. 
*) Anz. Akad. Wiss. Krakau, 1096, S. 553 (nach Referat im Chem. 


Zentralbl., 1907, Bd. 1, S. 1595). 
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Dibromtyrosin (r-) | 

(I-) J 

Benzochinonessigsaéure, an denselben Objekten gepriift, gibt 

indessen keine solche Reaktion (nur Braunfarbung und Aus- 
scheidung eines graubraunen Bodensatzes). 


rotviolett. 


II. Verhalten der Homogentisinsaure in Hinsicht der 
Chinhydronbildung. 

Unter Chinhydronen versteht man bekanntlich lockere 
Doppelverbindungen, dadurch entstanden, daf 1 Molekiil Hydro- 
chinon-(p-Dioxybenzol-)Substanz sich zu 1 Molekiil Chinonsub- 
stanz addiert. So wird z. B das «gewohnliche» Chinhydron 
durch die Addition des gewohnlichen Hydrochinons (= Benzo- 
hydrochinons) zu der demselben entsprechenden Chinonsubstanz, 
d. h. Benzochinon, gebildet, weshalb das gewohnliche Chin- 
hydron als das «eigene» Chinhydron des Benzohydrochinons 
bezw. Benzochinons bezeichnet werden kann. In einem Chin- 
hydron, entstanden durch Addition z. B. von Benzohydrochinon 
zu einer demselben «<fremden» Chinonsubstanz, z. B. a-Naphtho- 
chinon, haben wir ein Beispiel fiir sog. «gemischte» Chinhydrone 
(Urban).') Die Chinhydrone sind bekannt als dunkelgefarbte, 
gut krystallisierende, metallisch glinzende Substanzen; sie sind 
leicht dissoziierbar besonders in Wasser, weshalb bei ihrer 
Darstellung nur ausnahmsweise (z. B. betreffs der gewohn- 
lichen Chinhydrone) Wasser als Lésungsmittel fiir die beiden 
Konstituenten angewandt werden kann. 

Eine Angabe tiber Chinhydronbildung aus Homogentisin- 
sdure (= Benzohydrochinonessigsaure) habe ich in der Literatur 
nicht finden kénnen. Als durch die nun geschehene Darstellung 
der Benzochinonessigsaure eine Moglichkeit vorlag, zu ver- 
suchen, das «eigene» Chinhydron der Homogentisinsdure dar- 
zustellen, wurde die Gelegenheit hierzu benutzt. Im Zusammen- 
hang damit wurden auch Versuche beziiglich der Darstellung 
«gemischter»> Chinhydrone aus Homogentisinséiure +- Benzo- 
chinon, sowie aus Benzohydrochinon ~+- Benzochinonessigsaure 
angestellt. 


') Monatsh, f. Chemie, Bd. 28 (1907), S. 299. 
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1. Orientierende Versuche. 


Versuchsserie A. Die Versuche bezweckten in erster Linie, 
zu untersuchen, ob Chinhydronbildung in wiasseriger Losung 
der interessierenden Substanzen zustande kommen kénne. Das 
Resultat war vollig negativ (keine Ausscheidung von Chin- 
hydronkrystallen) in den samtlichen 3 betreffenden Kombina- 
tionen. Dagegen wurde, abseits von der Hauptfrage, eine Be- 
obachtung gemacht, die nicht ihres Interesses entbehrt. Bei 
der Arbeit mit adquimolekularen Mengen (bei Zimmerwirme) 
zeigte es sich namlich, daf nach Verlauf von 24 Stunden die 
beiden Mischungen 

1. Homogentisinsaure (0,336 g) + Benzochinon (0,216 g) 
-+ 30 ccm Wasser, 

2. Benzohydrochinon (0,220 g) +- Benzochinonessigsiure 
(0,332 g) -++ 30 ccm Wasser 
sich auf dieselbe Weise verhalten. Aus beiden kann nun Benzo- 
hydrochinon in reichlicher Menge isoliert werden, wahrend in 
der Mischung 1 weder Homogentisinséure noch Benzochinon 
(auBer einer unbedeutenden Spur) weiter nachgewiesen werden 
konnen. Die Art der Umsetzung in der Mischung 1 ist offenbar 
die, dafi Benzochinon — wihrend es selbst zu Benzohydro- 
chinon reduziert wird — Homogentisinsaéure zu Benzochinon- 
essigsdure oxydiert. Mit anderen Worten, das System Benzo- 
hydrochinon—Benzochinonessigsaéure ist in wiésseriger LOsung 
stabiler als das System Homogentisinsaure—Benzochinon. Dies 
gilt, wie gesagt, fiir wasserige LOsung; in versuchten orga- 
nischen Lésungsmitteln herrscht ein in gewissem Grade ent- 
gegengesetztes Verhiiltnis (siehe S. 323). 

Versuchsserie B. In dieser, wie auch in der niachstfol- 
genden Serie wurde die Kombination Benzohydrochinon—Benzo- 
chinon, die notorische Chinhydronbildung herbeifiihrt, als Kon- 
trollprobe verwendet. Die betreffenden Substanzen in annéhernd 
aquimolekularen Mengen, wurden sorgfaltig in Achatschale ver- 
rieben; die Farbe der Mischung wurde teils sofort (1), teils 
nach einem einzigen, leichten «Anhauchen» (2) notiert: 
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a 2. 
‘t) Homogentisinsiiure ; | aaa kriiftigere Farbung 
-+-Benzochinonessigsiure | als in 1 
b) Homogentisinsdure | iii kraftigere Farbung 
+ Benzochinon f als in 1 
:) Benzohydrochi icht ' ' 
¢) Benzohydrochinon \nicht deutliche deutlich blauviolett 


-+ Benzochinonessigsiiure J Farbung 
d) (Kontrolle) Benzohydro- \ alias kriftigere Farbung 
chinon ++ Benzochinon — f als in 1. 

Fiir simtliche Kombinationen gibt sich also wenigstens 
partielle Chinhydronbildung durch eintretende Farbung zu er- 
kennen. 

Versuchsserie C. In zwei Glasglocken wurde eine gréfere 
Portion von Chinonsubstanzen gestellt, in die eine (1) Benzo- 
chinon, in die andere (2) Benzochinonessigséure. In jede der 
beiden Glasglocken wurden auBerdem, in Uhrglasern fein zer- 
rieben, die beiden Hydrochinonsubstanzen eingestellt. Beobach- 
tung nach 24 Stunden. 

Glasglocke 1. 
a) Homogentisinsiure, dunkel violettblau. 
b) Benzohydrochinon, grauschwarz. ') 
Glasglocke 2. 
a) Homogentisinséure, keine Andeutung von Farbung 
(nicht einmal nach 5 Tagen). 

b) Benzohydrochinon, dasselbe. 

Die verschiedenen Resultate in den beiden Glasglocken 
stehen natiirlich mit dem verschiedenen Verhalten der beiden 
Chinonsubstanzen beziiglich der Fliichtigkeit?) in Zusammenhang. 
Auch bei dieser Versuchsordnung gibt sich wenigstens partielle 
Chinhydronbildung fiir die Kombinationen Homogentisinsaure— 
Benzochinon und Benzohydrochinon—Benzochinon zu erkennen. 


‘) Folgende Hydrochinonsubstanzen verhielten sich dagegen absolut 
negativ: Homogentisinsdurelacton, Hydrochinondimethylather und Arbutin. 
*) Die vorher, durch die Abwesenheit von Geruch und durch die 
Gewichtskonstanz wahrend lingere Zeit dauernder Aufbewahrung im 
H,SO,-Exsikkator, beobachtete Nichtfliichtigkeit der Benzochinonessigsaure 
erhilt durch den eben beschriebenen Versuch eine weitere Bestatigung. 
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Versuchsserie D. Bei Versetzen einer Atherlisung der be- 
treffenden Substanzen mit Ligroin oder einer Acetonliésung mit 
Benzol kam es, entweder direkt oder nach partieller Verdampfung 
im Wasserbade, bei allen drei Kombinationen: 

Homogentisinsdure -+ Benzochinonessigsiiure, 
-+- Benzochinon, 
Benzohydrochinon ++ Benzochinonessigsaure, 
zur Ausscheidung dunkler, nach Auspressen metallisch glan- 
zender Krystallnadeln (= Chinhydronbildung). 


2. Darstellung des «eigenen» Chinhydrons dev Homogentisinsdéure. 


Versuch 1. 1,012 g Homogentisinséure wurden gelést in 
125 com Ather, 1,000 g Benzochinonessigsiiure in 75 ccm Ather, 
worauf gemischt und 200 ccm Ligroin zugesetzt wurden. Binnen 
einigen Minuten begannen (bei Zimmerwérme) dunkle Krystall- 
nadeln sich auszuscheiden und Boden und Wiinde des Gefibes 
zu bekleiden. Die Mischung wurde bei glinder Wasserbad- 
wirme auf ca. '.1 Volumen konzentriert, die ausgeschiedene 
Substanz abfiltriert, ausgepreBt und dann erst offen an der 
Luft bei 0°, dann im H,SO,-Exsikkator bei -++- 30° getrocknet. 
Ausbeute: 1,83 g (entsprechend 91°/o der theoretisch még- 
lichen). Umkrystallisierung durch Auflésung in 450 ccm warmem 
Ather, Zusatz von 100 cem Ligroin und Konzentrierung auf ca. 
50 ccm Volumen: die weitere Behandlung gleich der oben 
angegebenen. Ausbeute: 1,68 g = Praparat I. Ein Teil davon 
wurde bei Zimmerwirme aus Aceton -+- Benzol umkrystalli- 
siert = Praparat II. 

Versuch 2. 0,506 g Homogentisinsdéure wurden gelést in 
4 ccm Aceton, 0,500 g Benzochinonessigsiéure in 6 ccm Aceton, 
nach Mischen wurden 75 cem Benzol hinzugesetzt, wobei, bei 
Zimmerwarme, fast sofort reichliche Ausscheidung von dunklen 
Mikrokrystallen eintrat. Diese wurden am folgenden Tage ab- 
filtriert und wie oben behandelt. Ausbeute: 0,82 g (entsprechend 
82°/o der theoretisch méglichen) == Praparat III. 

Samtliche Priiparate — schén metallisch glinzend, nahezu 
schwarz mit einem Stich ins Olivbraune — bestanden aus 
mikroskopisch kleinen, breiten und diinnen Nadeln oder diinnen 
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rhomboiden Tafeln; bei mikroskopischer Untersuchung erweist 
sich die Mehrzahl als undurchsichtig, nur die allerdiinnsten 
lassen Licht durch, die Farbe dann rotbraun mit einem Stich 
ins Violette. Bei feinem Zerreiben erhalt man ein dunkel blau- 
violettes Pulver. Schmelz-(Zersetzungs-)punkt fiir die drei Pra- 
parate: + 144, 142 bezw. 142°.1) 

Qualitative Untersuchung. 

Eine Portion wurde mit etwas Wasser geschiittelt, wobei 


bald eine rotgelbe LOsung erhalten wurde, die in 3 Portionen 
geteilt wurde. 

Portion 1 wurde sofort mit neutraler Bleiacetatlésung 
versetzt — bald Krystalle von homogentisinsaurem Blei. 

Portion 2 wurde sofort mit Chloroform ausgeschiittelt: 

a) Das Chloroform gab bei Verdampfung bleijodidéhnliche 
(nicht nach Chinon riechende) Krystalle von Benzochinon- 
essigsdure ; 

b) die wasserige Lésung verhielt sich, bei Zusatz von 
neutraler Bleiacetatlisung, wie die Portion 1 oben. 

Portion 3 wurde mit Wasser destilliert; das Destillat 
farb-, geruch- und geschmacklos (also kein Benzochinon ent- 
haltend). 

Elementaranalyse. 

Praparat I. 0,1508 g gaben 0,3186 g CO,, 0,0588 g H,O, 
waraus sich berechnen: 57,62°/o C bezw. 4,37°/o H. 


Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,0,: 
C 57,62 %/o 57,46°/o 
H = 4,37°%/0 4,23/o 
QO 38,01°/o 38,31°/o. 


Durch Anwendung geeigneter organischer Lésungsmittel 
als Medien ist es also gelungen, der Berechnung gemaf und 
dazu mit guter Ausbeute, das <eigene» Chinhydron der 
Homogentisinsadure: 

{ C,H,(OH), - CH, - COOH 
| C,H,O, - CH, - COOH, 


') Fir gewohnliches Chinhydron wird + 171° C. angegeben (Klinger 
und Standke, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 24 [1891], S. 13441). 
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darzustellen. Es diirfte das zuerst dargestellte Chinhydron sein, 
in welchem die Hydrochinon- bezw. Chinonkonstituente car- 
boxyl-substituiert sind. 


3. Versuch, «gemischte> Chinhydrone von Homogentisinsdiure usw. 
darzustellen. 


Bei diesen Versuchen ist auf eine der bei der Darstellung 
des «eigenen» Chinhydrons der Homogentisinséure angewandten 
analoge Weise mit den beiden Kombinationen: 


A. Homogentisinsiiure -+- Benzochinon (4 Priiparate dar- 
gestellt), 

B. Benzohydrochinon -++ Benzochinonessigséure (4 Pra- 
parate dargestellt) (die betr. Substanzen in Aquimolekularen 
Mengen verwendet) gearbeitet worden. Es sei gleich von vorn- 
herein bemerkt, daf die erhaltenen Reaktionsprodukte der 
Hauptsache nach nicht «gemischte» Chinhydrone der Art waren, 
wie man es auf Grund der Art der angewandten Substanzen 
hatte erwarten kdénnen. Vielmehr hat sich bei qualitativer 
Priifung und bei Elementaranalyse gezeigt, dab die erhaltenen 
Chinhydronprodukte der Hauptsache nach (wenn auch nicht 
in vollig reinem Zustande) dasselbe Chinhydron repriisentieren, 
das aus Homogentisinséure -+- Benzochinonessigsiure erhalten 
worden war, d. h. das «eigene» Chinhydron der Homogen- 
tisinsdure! 

Sowohl aus den A- als aus den B-Praparaten kann niimlich 
Homogentisinséure in reichlicher Menge isoliert werden. Die 
erhaltenen Schmelzpunkte sind auch nicht in héherem Grade 
verschieden von den fiir das «eigene» Chinhydron der Homogen- 
tisinséure gefundenen (-; 142—144°): 

fir die A-Praiparate: + 145, 143, 141 bezw. 141°, 

> » B- » >: + 137, 143, 141 » 139°. 


Von entscheidender Bedeutung fiir die Klarstellung der 
Frage ist in diesem Falle auch das Resultat der Elementar- 
analyse, namlich hinsichtlich der C-Werte. 
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A-Priaparate. 


Praparat II. 0,1634g gaben 0,3475 g CO,, 0,0682 g H,O, 
woraus sich berechnen: 58,00°/o C bezw. 4,67°/o H. 

Priparat II]. 0,1532 g gaben 0,3240 g CO,, 0,0596 g H,0, 
woraus sich berechnen: 57,68°/o C bezw. 4,36°/o H. 


B-Priiparate. 
Praparat II. 0,1468 g gaben 0,3118 g CO,, 0,0588 g H,0O, 
woraus sich berechnen: 57,93°/o C bezw. 4,49°/o H. 
Praparat III. 0,1236 g gaben 0,2614 g CO,, 0,0491 g H,O, 
woraus sich berechnen: 57,68°/o C bezw. 4,45°/o H. 
Der in den Praparaten konstatierte C-Prozentgehalt betragt 


demnach durchschnittlich: 57,82, 
wihrend fiir das «eigene» Chinhydron der Homogen- 
tisinsiure sich berechnet: 57,46, 
und fiir «gemischtes» Chinhydron aus Homogentisin- 
siure -|- Benzochinon oder aus Benzohydrochinon -+- 
60,84. 


Benzochinonessigsdure : 
Offenbar hat in den betreffenden Reaktionsmischungen in 
wesentlicher, wenn auch nur partieller!) Ausdehnung, eine Um- 
lagerung stattgefunden, so daB bei der A-Kombination Benzo- 
chinonessigséure, bei der B-Kombination Homogentisinséure 
neugebildet worden ist, wonach in beiden Fallen Chinhydron- 
bildung zwischen in der Mischung disponibler Homogentisinsaure 
und Benzochinonessigséure stattgefunden hat. 


III. Verhalten der Homogentisinsadure gegen Ferrichlorid 
(bei gew. Temperatur). 


Wie allgemein bekannt, ruft Zusatz von Ferrichlorid- 
ldsung zu einer wasserigen Lésung von Homogentisinsaure eine 
rortibergehende Blaufarbung hervor. Beim Arbeiten mit einer 
nicht allzu schwachen Homogentisinséure- bezw. nicht allzu kon- 


‘) In Ubereinstimmung hiermit hat die Chinhydronausbeute be- 
ziiglich des Gewichts bei diesen Versuchen sich weit weniger giinstig ge- 
stellt als bei der absichtlichen Darstellung des <eigenen» Chinhydrons 


der Homogentisinsaure, 
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zentrierten Ferrichloridlésung, unter allmihlich geschehendem 
Zusatz der letzteren, beobachtet man, dafi nach dem Ver- 
schwinden der zuerst entstandenen Blaufirbung eine neue solche 
bei weiterem Ferrichloridzusatz auftritt. Dies jedoch nur bis 
zu einer gewissen Grenze, wonach erneuter Ferrichloridzusatz 
ohne sichtbare Wirkung in der genannten Hinsicht ist. Natiirlich 
beruht dieses Verhalten teils darauf, daB das Ferrisalz zu Ferro- 
salz (das nicht mit Homogentisinsaéure reagiert) reduziert wird, 
wahrend Homogentisinsdure in entsprechendem Mafe oxydiert 
wird, teils darauf, dafi schlieBlich keine unverinderte Homo- 
gentisinsdure mehr iibrig ist. Meine Absicht war nun, fest- 
zustellen, ob auch das bei dieser Reaktion entstehende Oxy- 
dationsprodukt der Homogentisinséiure mit der auf anderem 
Wege gewonnenen Benzochinonessigséure identisch sei. Dab 
dies der Fall ist, laf{t sich ohne Schwierigkeit konstatieren. 

1,0 g Homogentisinséaure -+- 20 ccm Wasser wurden bei 
Zimmerwarme mit 40 cem Ferrichloridlésung (25°/o kryst. Salz 
enthaltend) versetzt, wobei die Mischung zuerst blauschwarze, 
dann dunkel braunrote, schlieBlich nur braungelbe Farbe zeigte. 
Die Mischung wurde nach 1/4 Stunde mit Ather ausgeschiittelt. 
Der ausgewisserte, goldgelbe Ather wurde auf einige wenige 
Kubikzentimeter Volumen eingedampft, wobei schOn glanzende, 
gelbe Krystalltafeln sich ausschieden, die, nach Isolierung, leicht 
als Benzochinonessigsaure (u. a. Schmelzpunkt: -}- 131°) 
identifiziert wurden. ') 

In einem anderen Versuch, der in allen Hinsichten gleich 
dem vorhergehenden angeordnet wurde, jedoch mit dem Unter- 
schiede, dafi die Ferrichlorideinwirkung weit schwacher wurde 
(Verwendung von 5°/oiger Ferrichloridlésung, Ausschiitteln mit 
Ather unmittelbar nach dem Hinzusetzen), gestaltete sich das 


') Gegenwart von Benzochinon oder einer anderen, «Chinongeruch» 
von sich gebenden Substanz wurde dagegen nicht wahrgenommen. Uber 
eine im Gange befindliche Nachpriifung der Angabe Wolkow und Bau- 
manns, dafi beim Kochen von Homogentisinsdéure mit konzentrierter 
Ferrichloridlésung Chinongeruch auftrete (welche Priifung noch nicht zum 
Abschlufh gekommen ist, da der verfiigbare Vorrat von Homogentisinsaure 
ein Ende genommen hat), wird spater berichtet werden. 
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Resultat dem Anschein nach verschieden — wenn auch im 
Prinzip gleichartig. Der Ather gab namlich beim Verdampfen 
einen braunvioletten, metallisch schimmernden Riickstand 
(= Gegenwart des «eigenen» Chinhydrons der Homogentisin- 
siure), was darauf beruhte, daf der Ather aus der nicht voll- 
standig oxydierten Reaktionsmischung!) aufer Benzochinon- 
essigsiure auch unverdnderte Homogentisinsaure aufgenommen 
hatte. 


') Diese war in diesem Versuch noch von dunkel braunroter Farbe 
(vgl. oben!). 





Uber die chemische Zusammensetzung der Pferdelymphe. 
Von 


Dr. Franz Zaribnicky. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Chemie der k, und k. Tieriirztlichen Hochschule 


in Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29, Marz 1912.) 


Uber die Lymphe vom Pferde liegen nur wenige Unter- 
suchungen vor. Da auch diese alteren Datums sind, diirfte die 
Ver6ffentlichung einer neuen Untersuchung woh! am Platze sein. 
Material zu einer solchen Untersuchung bot sich mir in groferer 
Quantitiét, als ein Pferd mit einem Lymphangiom am Vorder- 
fuBe der chirurgischen Klinik der Wiener Tierdrztlichen Hoch- 
schule zuwuchs. In dankenswerter Weise iiberlieB mir der 
Vorstand dieser Klinik, Herr Professor Dr. Theodor Schmidt, 
die von dem Tiere intra vitam gewonnene Lymphfliissigkeit 
zur chemischen Untersuchung. Ich will jedoch keineswegs be- 
haupten, daf durch diese einzige Untersuchung schon die Frage 
der chemischen Zusammensetzung der Pferdelymphe, geschweige 
denn der Pflanzenfresserlymphe tiberhaupt erschdpft werden 
kann, doch wird es einiges Interesse bieten, die von mir ge- 
wonnenen Resultate mit den bis jetzt vorliegenden Analysen 
von Pferdelymphe zu vergleichen und in eine Parallele zu 
stellen mit den Resultaten, die an Lymphe vom Menschen und 
den Fleischfressern gewonnen worden sind. 

Zur Orientierung iiber den Fall seien aus der Kranken- 
geschichte nur folgende Daten angefiihrt: 

Das Pferd ist der Klinik am 22. Dezember 1908 unter 
Prot.-Nr. 4562 zugewachsen. 

Nationale: Dunkelfuchs, Wallach, mit Blisse, am rechten 
Vorderfufe ungleich, am rechten Hinterfufe bis zum halben 
Schienbein wei’, 10 Jahre alt, 150 cm hoch. 


bho 
IV 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVIIL. 
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Anamnese: Seit Marz 1908 trat ohne nachweisbare Ur- 
sache eine kleine Geschwulst im Fessel des rechten Vorder- 
fuBes auf, die nach und nach den ganzen Vorderfuf einnahm. 
Allgemeinbefinden gut. 

Status praesens: Rechte vordere Extremitat bis zum Ell- 
bogengelenk umfassend geschwollen; die Geschwulst erstreckt 
sich aufwiarts bis auf die Unterbrust. Im Schritt mittelgradige 
Lahmheit (Hangbeinlahmheit) nachweisbar. 

Diagnose: Lymphangioma cavernosum cutis et subcutis. 

Die erste Eréffnung der Geschwulst (Probepunktion) er- 
folgte am 24. Dezember 1908; aus der Wunde sickerte noch 
mehrere Tage hernach klares Sekret. 

Die zweite Eréffnung (Incision) erfolgte am 22. Januar 1909, 
wobei auch Gewebe fiir die histologische Untersuchung ent- 
nemmen wurde: die histologische Untersuchung bestitigte die 
gestellte Diagnose. 

Das Tier wurde am 13. Februar 1909 getoétet. Die bei 
der Probepunktion gewonnene Filiissigkeit, ca. 400 ccm, war 
blutig gefarbt. Beim Stehen gerann sie und schied ein gelbes 
Serum ab. Nach gleichmabiger Mengung des Serums mit dem 
zerkleinerten Gerinnsel wurden die meisten der im folgenden 
beschriebenen Untersuchungen mit Teilen dieser Probe angestellt. 
Die Fliissigkeit von der Incision, an Menge etwa 900 ccm, von 
gleichem Aussehen wie die erste, diente, abgesehen von einigen 
qualitativen hier nicht naher beschriebenen Proben, nur zu einer 
Kiweifbestimmung und zur quantitativen Analyse der Asche. 


Die quantitative Analyse ergab ftir 1000 g Fliissigkeit: 


I. II. 
Punktion Incision 

Wasser 950,93 

Feste Stoffe 49,07 

Koagulierbares Eiweifi 43,0 60,43 
Globuline 39,35 

Fett 0,112 

Gesamt-N 448 


Unorganische Stoffe 6,81 
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Die Analyse der Asche ergab fiir 1000 g Flissigkeit: 


Kalium (K) 0,156 Schwefelsaurerest (SO,) 0,379 
Natrium (Na) 2,419 Chlor (Cl) 2,947 
Calcium (Ca) 0,097 Phosphorsaurerest (PO,) 0,118 


Magnesium (Mg) 0,027 Kohlenséurerest (CQ,) 0,520 
Eisen (Fe) 0,035 
In Aquivalenten : 


Kalium (K) 0,066 Schwefelsaurerest (SO,) 0,114 
Natrium (Na) 1,545 Chlor (Cl) 1,221 
Calcium (Ca) 0,071 Phosphorsiiurerest (PO,) 0,055 
Magnesium (Mg) 0,028 Kohlensaurerest (CO,) 0,255 
Eisen (Fe) 0,018 

Summe_ 1,662 Summe_ 1,645 


AuBerdem wurde noch qualitativ gepriift: 

auf Traubenzucker: (20 ccm Fliissigkeit durch Kochen 
von Eiweif befreit und mit Fehlingscher Lésung geprift); 

auf Harnstoff und Allantoin: (100 ccm F'iissigkeit durch 
Kochen von Eiweif befreit, mit salpetersaurem Quecksilberoxyd 
und kohlensaurem Natrium gefallt, der Niederschlag mit Schwefel- 
wasserstoffgas zerlegt, nach Entfernen des Schwefelquecksilbers 
und Einengen auf Krystalle von salpetersaurem Harnstoff unter- 
sucht und mit der Biuretreaktion gepriift, weiters zur Priifung 
auf Allantoin mit Quecksilberoxydulnitrat gefallt und der Nieder- 
schlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt?)); 

auf Harnsdéure und Xanthinbasen: (Abscheidung versucht 
aus 100 ccm nach der Methode Salkowski-Ludwig). 

Alle diese qualitativen Priifungen fielen negativ aus; wegen 
der verhiltnismaSig geringen Fliissigkeitsmengen, welche diesen 
qualitativen Priifungen gewidmet worden sind, darf aus diesen 
negativen Resultaten nur der SchluB gezogen werden, da be- 
trachtliche Mengen dieser Stoffe in der Pferdelymphe nicht 
enthalten waren. Zur Frage, ob diese Fliissigkeit, abgesehen 
von der iibrigens anscheinend nicht betrichtlichen Blutbei- 
mengung, normaler LLymphe entspricht, mul} zuniachst in Betracht 


') Die ausgezeichnete Methode von Wiechowski war damals 
noch nicht publiziert. 


20+ 
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gezogen werden, dafs die Geschwulst von vornherein keinerlei 
Entziindungserscheinungen zeigte, so dafi exsudative Prozesse 
kaum mitgespielt haben diirften. 

Nach der Punktion machte die Geschwulst einen phleg- 
mondsen Prozef durch, welcher zur Zeit der Incision, nach den 
iiuberen Erscheinungen zu urteilen, bereits abgeheilt war, doch 
scheint der betrachtlich erhéhte Eiweibgehalt der zweiten F'iis- 
sigkeit gegentiber der ersten jedenfalls auf diesen phlegmondsen 
Prozef zuriickzuftihren zu sein. Wenn demnach die Fliissigkeit 
auf einen Entziindungsprozebh noch andauernd durch eine so 
kolossale Erhéhung des Eiweibgehaltes (um die Halfte) reagieren 
kann, so wird wohl der Eiweifgehalt der Fliissigkeit bei der 
Punktion normalen Verhiiltnissen entsprochen haben. 

Bei einer Vergleichung meiner Resultate mit den Ergeb- 
nissen der in der Literatur niedergelegten Untersuchungen von 
Pferdelymphe (Gmelin, Leuret und Lassaigne, Geiger, 
Nasse, Reuss und Emert,!) endlich von C. Schmidt?)), 
welche tibrigens alle ilteren Datums sind, ergibt sich, dab, was 
von vornherein zu erwarten war und was ja auch an mensch- 
licher Lymphe wiederholt konstatiert worden ist, die Mengen 
der organischen Bestandteile in der Pferdelymphe auSerordentlich 
wechseln. Sie sind zweifellos abhaingig von der Nahrungs- 
aufnahme, sowie von der Region, aus welcher die Lymphe 
entnommen worden ist, abgesehen von akzidentellen Umstiinden, 
wie Entziindungen, Absackung von Lymphe und dgl. mehr. 

Auch die Aschenmengen differieren innerhalb ziemlich 
weiter Grenzen (5—14°/o0). Von den genannten Untersuchern 
hat nur C. Schmidt Analysen der Asche der Pferdelymphe 
durchgefiihrt, und zwar hat er aus dem Halsstrange eines 
Fiillens zu verschiedenen Zeiten zwei Proben von Lymphe und 
auberdem ebenso zwei Proben Chylus von demselben Fiillen 
enthommen. 

Von den Zahlen C. Schmidts, welche untereinander gut 


1) Sdmtliche zitiert nach Gorup-Besanez, Lehrbuch der Chemie. 
3. Bd., 1871. 
*) Zitiert nach Hoppe-Seyler, Lehrbuch der physiologischen 


Chemie, S. 592. 
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iibereinstimmen, weichen meine Zahlen erheblich ab. Manche 
Differenz mag woh! auf das jugendliche Alter des von C. Schmidt 
untersuchten Pferdes zuriickzufiihren sein. Von Aschenanalysen 
aus menschlicher Lymphe finden sich nur zwei in der Literatur 
vor und zwar von R. Zeynek (Inhalt zweier Lymphzysten) 
und E. Ludwig (Chylangioma cavernosum in abdomine eines 
Knaben ')). 
100 g Fliissigkeit enthielten: 
v.Zeynek Ludwig eigene 


Kaliumoxyd (K,O) 0,210 0,29 0,212 
Natriumoxyd (Na,O) 3,802 3,84 3,265 
Calciumoxyd (CaQ) 0,735 0,11 0,135 
Magnesiumoxyd (MgO) 0,050 0,03 0,039 


Eisenoxyd (Fe,0,) — - 0,050 
Schwefelsiureanhydrid (SO,) 0,837 0,23 0,309 


Chlor (Cl) 3,235 3,41 2,947 
Phosphorsiiureanhydrid (P,O,) 0,309 0,15 0,089 
Kohlendioxyd (CO,) 0,837 5,83 0,381 


Vergleiche ich nun diese Zahlen mit meinen Zahlen, so 
ergibt sich eine auffallende Ubereinstimmung der von E. Ludwig 
mit den meinigen, welche sich auf alle Bestandteile, mit Aus- 
nahme des wohl als akzidentell zu bezeichnenden Kohlensiure- 
wertes erstreckt. Gegentiber der v. Zeynekschen Untersuchung 
ergeben sich, obwohl sonst ziemlich gute Ubereinstimmung 
herrscht, erheblichere Differenzen im Calcium- und Schwefel- 
sauregehalt, welche wohl zum Teile daraus erklart werden konnen, 
dafi v. Zeynek abgesackte Lymphe untersucht hat. 


Analytische Belege. 

Trockensubstanz und Asche: 9,0628 g Fliissigkeit I: 0,4447 g 
Trockensubstanz und 0,0617 g Asche. 

Eiweifi: 10 ccm Fliissigkeit 1: 0,4300 g Koagulum. 10 ccm 
Fliissigkeit Il: 0,6043 g Koagulum. 

Globuline: 13,32 g Fliissigkeit 1 mit dem gleichen Volumen 
gesattigter Loésung von schwefelsaurem Ammonium versetzt, 
lieferten 0,4709 g Niederschlag. 


9) Diese Zeitschrift, Ba 20, 8. 462 und S. 467 
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Gesamtstickstoff (Kjeldahl): 10 ccm Flissigkeit I ver- 
brauchen 10 ccm Schwefelséure (1 ccm = 0,9976 ccm Normal) 
und 55,9 ccm Lauge (1 ccm = 0,087 ccm Normal). 

Fett: 100 cem Fltissigkeit mit Seesand zur Trockne ver- 
dampft liefern im Soxhletschen Apparat 0,0112 g Ather- 


extrakt. 
Aschenanalyse: ca. 800 ccm Flissigkeit II liefern 4,6112 g 


Asche, davon sind in Wasser unldslich 0,1880 g (gewogen 
nach Sattigung mit Kohlensaure). 

1. Der unldsliche Anteil verliert beim Gliihen 0,0125 g 
(entspr. CO,); der Gliihriickstand in verdiinnter Salpeterséure 
gelost, die L6sung auf 100 ccm gestellt war frei von Schwefel- 
siure. 20 cem dieser Lésung lieferten nach Abscheidung der 
Phosphorsiiure durch Eisenchlorid und essigsaurem Natrium 
0,0165 g Calciumoxyd und 0,0107 g Magnesiumpyrophosphat. 

Phosphorséure wurde aus der Differenz berechnet. 

2. Die filtrierte L6sung der Asche wurde auf 1000 ccm 
gestellt. 

Schwefelsiiure, Alkalien: 200 ccm dieser Lésung lieferten 
0,1220 g Baryumsulfat, das Filtrat von Baryumsulfat lieferte 
0,8785 g Alkalichloride und 0,1479 g Kaliumplatinchlorid. 

Calcium, Magnesium: 200 ccm Lésung lieferten 0,0018 g 
Calciumoxyd und 0,0039 g Magnesiumpyrophosphat. 

Phosphorsiure: 200 ccm Lésung mit Molybdénsaure ge- 
fallt, lieferten einen Niederschlag, aus dessen Loésung durch 
Fillung mit Magnesiamixtur 0,0064 g Magnesiumpyrophosphat 
gewonnen wurden. 

Chlor: 200 cem Loésung lieferten 1,5886 g Chlorsilber 
und 0,0189 g Silber. 

Kohlensiure: 50 cem Lésung verbrauchten bei der Ti- 
trierung (Lackmus als Indikator) 1,4 ccm Schwefelséure (1 cem = 
0,9617 ccm Normal) und 9,7 ccm Lauge (1 cem = 0,0806 ccm 


Normal). 


























Weiterer Beitrag zur Kenntnis der Glutaminsdure und der 
Pyrrolidoncarbonsaure. 
[If. Mitteilung. 
Quecksilbersalze, Pyrrolidonylchlorid und Pyrrolidonylamid. 
Von 


Emil Abderhalden und Karl Kautzsch. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1912.) 


I. 


Wir haben unsere Bemiihungen, Methoden ausfindig zu 
machen, um Monoaminosaéuren moglichst quantitativ abzu- 
scheiden, fortgesetzt und zuniachst versucht, fiir die Glutamin- 
und Pyrrolidoncarbonsaure Derivate ausfindig zu machen, die 
durch ihre Schwerléslichkeit ausgezeichnet sind. Im Verlaufe 
dieser Untersuchungen haben wir immer wieder die Erfahrung 
gemacht, daf die reinen Aminosauren fiir sich untersucht ein ganz 
anderes Verhalten zeigen, als wenn sie in Gemischen vorhanden 
sind. Hat man gliicklich ein Derivat gefunden, das eine Ab- 
scheidung einer bestimmten Aminosiaure gestattet, dann versagt 
die Methode meist vollig, wenn man versucht, die betreffende 
Aminosadure aus einem Gemisch von EiweifBabbauprodukten zu 
isolieren. Entweder fallt die Aminoséure nur unvollstandig, oder 
sie reift an und fiir sich leichter lésliche Derivate anderer Amino- 
siuren mit. Bei dem Versuche, ein solches Gemisch zu trennen, 
treten dann grofe Verluste ein. Es sei im Folgenden tiber die 
durch ihre verschiedene Léslichkeit ausgezeichneten Queck- 
silbersalze der Glutamin- und Pyrrolidoncarbonsaure berichtet. 
Ferner seien einige Proben, die wir ausgefiihrt haben, mitgeteilt. 

In wiasseriger LOsung gibt weder die Glutaminséure noch 
die Pyrrolidoncarbonsiure mit wiasseriger Platinchlorid-chlor- 
wasserstoffsiure, mit Lugolscher Lésung, mit Briihls Reagens, 
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mit molybdinsaurem Ammon, weder auf Zusatz von Ammoniak 
noch auf Zugabe von Salpeterséure oder mit konzentrierter 
Uranacetatlésung eine Fillung. Mit Kupferoxydammoniaklésung 
erhielten wir mit der L6sung der Pyrrolidoncarbonséure zuerst 
LOsung, auf weitere Zugabe eine voluminése Fiéllung und schlieB- 
lich eine tiefblaue Lésung. Die Glutaminsiiure ergibt diese Er- 
scheinung nicht. Dagegen liefert ihre Loésung mit Mercuro- 
nitrat- und ferner besonders mit Mercurinitratl6sung eine 
Abscheidung, sofern die LOsungen nicht zu verdiinnt sind. Eine 
besonders reichliche weife Féllung erhielten wir auf Zusatz von 
Mercuriacetatlésung. Die Pyrrolidoncarbonsaurelésung er- 
gibt keine Fallung. Da man die Fallung des Quecksilbersalzes 
der Glutaminséure auch in Lésungen erhalt, die daneben Pyrro- 
lidoncarbonsdéure enthalten, so ditirfte die Trennung iiber die 
Mercurisalze durch Versetzen der Losungen mit Mercuriacetat 
in gewissen Fallen gute Dienste leisten. 

Ein mit Salzsdiure befeuchteter Fichtenholzspan wird durch 
die Dampfe der Pyrrolidoncarbonséure, ebenso wie durch die 
der Glutaminsaéure braunrot gefarbt. 

Die Pyrrolidoncarbonsaure gibt bei der Einwirkung von 
salpetriger Saiure (nach van Slyke untersucht), wie zu erwarten 
war, keinen Stickstoff ab. 

Zur niaheren Untersuchung der Quecksilbersalze der Glu- 
taminséure und der Pyrrolidoncarbonsaure stellten wir diese 
Salze mittels Quecksilberacetatl6sung in reinem Zustande dar. 


Glutaminsaures Mercurisalz. 
(zweibasisches Salz). 


H,N — ‘a — C00. 
ch ? Hg. 
CH,— COO ~ 
(Molekulargew. = 345). 

2 g Glutaminséure wurden in 100 g Wasser geldst und 
mit der fiir 1 Mol. Mercurisalz berechneten Menge Mercuri- 
acetatlésung, 4,5 g Acetat in 50 g warmen Wassers gelost, 
versetzt. Es entstand sogleich ein weifer krystallinischer Nieder- 
schlag in Form eines schweren, sandigen Krystallpulvers. Nach 
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Erkalten wurde abgesaugt und der Niederschlag mit Wasser 
und dann mit Alkoho! ausgewaschen. Die Menge des erhaltenen 
Salzes betrug nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator tiber 
Schwefelsiure und Kalk 4,6 g = 98,1°%/o der Theorie. 

0,2194 g Substanz, im Exsikkator getrocknet, ergaben 
0,1420 g CO, und 0,0427 g H,O. 

Q,5126 g Substanz brauchten bei der Kjeldah!-Bestim- 
mung 14,85 ccm "/10-H,SQ,. 

Berechnet fiir C,H,O,NHg (Molekulargew. = 345): 

C = 17,40%o, H = 2,03°%o, N = 4,06°/o 
Gefunden: 17,640/o, 2,140, 4,06 °/0. 

Das Salz zersetzt sich bereits gegen 120° unter Grau- 
farbung. Das getrocknete Salz labt sich auch mit heifem Wasser 
nicht vollig in Lésung bringen. Wurde die im Exsikkator ge- 
trocknete Substanz mit Wasser 8 Stunden auf der Maschine 
bei ca. 22—23° geschiittelt, so ergaben 4,9743 g des Filtrates 
nach dem Verdunsten im Vakuumexsikkator 0,0011 g Riickstand. 
Demnach lésen unter den genannten Bedingungen 100 g Wasser 
0,0221 g Substanz. 

Wird das im Exsikkator getrocknete glutaminsaure Mer- 
curisalz im Kapillarrohr erhitzt, so findet bei 208 — 209° unter 
Schwarzfarbung und Aufschaéumen starke Zersetzung statt. Wahr- 
scheinlich findet vorher Ubergang in Pyrrolidoncarbonsiure statt 
(vgl. S. 337). 

Pyrrolidoncarbonsaures Mercurisalz. 


Einwirkung von Mercuriacetat auf Pyrrolidon- 
carbonsaure. 


NH NH 
i oc/ “cH GOO - Hg -00€ -HC/ CO 3 Hg0. 


| 


cn —cu, H,c'—'cH, 
8 C,H,0,N +7 (CH, - COO),Hg+ 3H,O = 4 (C,H,O,N),Hg - 3HgO 
+ 14 CH, - COOH. 
2g Pyrrolidoncarbonséure wurden in 100 ccm warmen 
Alkohols gelést und mit einer verdiinnten, alkoholischen Mercuri- 
acetatlésung versetzt. Es entstand eine weife Fillung. Nach 
erfolgtem Erkalten wurde abgesaugt und mit Alkohol ausge- 
waschen. Das erhaltene Salz hatte ein gipsartiges Aussehen. 
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Es wurde im Vakuumexsikkator tiber konzentrierter Schwefel- 
siure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,1388 g Substanz, exsikkatortrocken, gaben 0,0980 g CO, 
und 0,0248 g H,O. 

0,2688 g Substanz erforderten bei der Kjeldahl-Bestim- 
mung 8,1 ccm ®/10-H,SOQ,. 

0,1628 g Substanz lieferten 0,1065g HgS. Zur Quecksilber- 
bestimmung wurde das Salz mit heifer verdiinnter Salzsaure in 
Losung gebracht und dann durch Schwefelwasserstoff zerlegt. Das 
Quecksilbersulfid wurde auf dem Filter bei ca. 110° getrocknet. 


Berechnet fiir das Berechnet fiir Gefunden: 
normale Mercurisalz der 4 (C,H,O,N),Hg - 3 HgO 
Pyrrolidoncarbonsiure: Molekulargew. 2472,5: 

(C;H,O5N). - Hg) 
C. 26,32 9/0 19,419/o 19,240 
H = 2,63°/o 1,96°/0 1,98°/o 
N  6,14°/o 4,53 /o 4229/9 
Hg 43,86°/0 56,62°/o 56,39 °/o. 


DaB das Quecksilber aus der Verbindung durch Schwefel- 
wasserstoff abgespalten wird, spricht dafiir, daB keine feste, metall- 
organische Quecksilberverbindung vorliegt. Bei der Zerlegung 
mit Schwefelwasserstoff wurde aus dem erhaltenen Salz Pyr- 
rolidoncarbonséure in Freiheit gesetzt, deren Menge unter Be- 
riicksichtigung der unvermeidlichen Verluste gut mit derjenigen 
Quantitaét Pyrrolidoncarbonsaure iibereinstimmte, die sich fiir die 
oben angegebene Formel, 4 (C,H,O,N),Hg - 3 HgO, berechnet. 

0,2365 g Substanz wurden in Wasser aufgenommen und 
mit Schwefelwasserstoff behandelt. Das Filtrat wurde ein- 
gedunstet und die dabei erhaltenen farblosen Krystalle mit einigen 
Tropfen Alkohol gewaschen und dann getrocknet. Die so 
gewonnene Menge an Pyrrolidoncarbonséure (Schmelzpunkt 
ca. 182°) betrug 0,07 g, wahrend sich theoretisch unter Zu- 
grundelegung von 4 (C,H,O,N),Hg - 3 HgO 0,098 g_ berechnet. 

Das Salz laBt sich mit Wasser nicht vollig in Loésung 
bringen. Wurde das Produkt mit etwas Wasser mehrere Stunden 
im Brutschrank unter wiederholtem Umschiitteln belassen, so ent- 
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hielten 4,4471 g des Filtrates 0,0273 g Substanz. 100 g Wasser 
lésen also unter den angegebenen Bedingungen 0,62 g Substanz. 
Wurde eine iiberschiissige Menge Salz mit Wasser 8 Stunden 
auf der Maschine bei ca. 22—23° geschiittelt, so ergaben 8,5721 g 
Filtrat nach dem Kindunsten im Vakuumexsikkator 0,0159 g Sub- 
stanz; demnach lOsen unter diesen Bedingungen 100 g Wasser 
0,186 g Substanz. 

Das im Exsikkator getrocknete Mercurisalz zersetzt sich 
wie das Mercurisalz der d-Glutaminsaéure bei 207—208° unter 
Aufschiumen und Schwiirzung, nachdem bei 203° Bréunung 
eingetreten ist. 


Einwirkung von Mercuronitrat auf Pyrrolidon- 
carbonsdure und auf Glutaminsaure. 


Pyrrolidoncarbonsaure wurde in alkoholischer Lésung mit 
der fiir 1 Mol. berechneten Menge Mercuronitrat in wisseriger 
Losung versetzt, worauf zunachst eine geringe weilie Abscheidung 
eintrat, die durch Zugabe von Alkohol stark vermehrt wurde. 
Das abgesaugte Salz zeigte bereits eine Mififarbe (Stich ins 
Gelbgriinliche). Beim Versuch, das getrocknete Salz mit heibem 
Wasser in Lésung zu bringen, hinterblieb ein dunkelgefarbtes 
Produkt. Jedenfalls hatte auch hierbei die Bildung einer Queck- 
silberoxyd-Doppelverbindung stattgefunden. 

Ahnlich scheint auch die Glutaminsiure bei Kinwirkung 
von Mercuronitrat Komplikationen zu geben. Beim Zusammen- 
bringen der warmen, wasserigen LOsungen genannter Sub- 
stanzen erhielten wir alsbald einen weifien Niederschlag. Er 
vermehrte sich auf Zugabe von absolutem Alkohol betrichtlich. 
Es entstand eine weife, milchige Fallung (von der nur aufer- 
ordentlich langsam abgesaugt werden konnte) und auferdem 
zeigte sich ein etwas graugefarbter Bodensatz. 


Il. 


Zur Kenntnis des Pyrrolidoncarbonsaurechlorids und Pyrrolidonyl- 
amids. 


Wir haben versucht, Glutamin durch Amidierung von 
Pyrrolidoncarbonsaurechlorid und Aufspaltung des gebildeten 
Pyrrolidonylamids darzustellen. Da die Pyrrolidoncarbonsiure 
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relativ leicht in Glutaminsaure tiberfiihrbar ist,') war die Még- 
lichkeit gegeben, dafi unter geeigneten Bedingungen auch das 
Amid unter Erhaltung der Amidgruppe aufgespalten werden 
kann. Leider zeigte die praktische Erfahrung, daf diese leichter 
abgespalten wird, als der Ring sich 6ffnet. *) 

Darstellung des Pyrrolidonylamids. 

Das Pyrrolidonylamid (Pyrroglutaminsdéureamid) wurde 
zuerst von Menozzi und Appiani®) dargestellt. Die l-Form, 
CH,O,N, -+- H,O, bildet sich nach diesen Forschern aus dem 
|-Glutaminsaureester durch Einwirkung von alkoholischem Am- 
moniak und ferner beim Erhitzen von glutaminsaurem Ammo- 
niumsalz (Salz der d-Glutaminsaure) auf 150° neben Pyrro- 
lidoncarbonséure. Die d-Modifikation, C;H,O,N, -+- H,O, wurde 
durch Einwirkung von alkoholischem Ammoniak auf d-Gluta- 
minsdureester erhalten. Das Produkt schmolz bei 165°. Das 
inaktive Pyrrolidonylamid (Glutimid) wurde aufSer durch Ein- 
wirkung von alkoholischem Ammoniak auf dl-Pyrrolidoncarbon- 
siureester in der Kalte, auch durch Zusammenbringen von 
aquivalenten Mengen des I- und d-Pyrrolidonylamids gewonnen. 
Kiirzlich stellten Emil Fischer und Reginald Boehner‘) 
die ]-Form des Pyrrolidoncarbonséureamids durch Einwirkung 
von fliissigem Ammoniak auf den |-Pyrrolidoncarbonsauredathyl- 
ester im geschlossenen Rohr bei gewohnlicher Temperatur dar. 
Das Produkt schmolz bei 165° und zeigte somit denselben 

') Vel. A. Menozzi und G. Appiani, Sopra alcuni derivati dell’ 
acido glutammico, acidi piroglutammici e piroglutammidi. Gazzetta chi- 
mica italiana, Bd. 24, I, S. 370 (1894). — Emil Abderhalden und Karl 
Kautzsch, Zur Kenntnis der Glutaminsaéure und der Pyrrolidoncarbon- 
siure. Diese Zeitschrift, 64. Bd., S. 447 (1910). Ibd. 68, Bd., S. 487 (1910). 

*) Dieser Befund iiber die leichte Abspaltbarkeit der Amidogruppe 
unter Bewahrung des Ringschlusses steht in Einklang mit der Beobach- 
tung (Menozzi und Appiani), nach der z. B. das d-Pyrrolidoncarbon- 
siureamid bereits beim Erwirmen mit '/s-Mol. Baryt in die Pyrrolidon- 


carbonsaure iibergefiihrt wird. 

8) A. Menozzi und G. Appiani, |. c. Gazzetta chimica italiana, 
24. Bd., 1, S. 382. 

‘) Emil Fischer und Reginald Boehner, Verwandlung der 
Glutaminsiure bezw. Pyrrolidoncarbonsaure in Prolin. Berichte d. deutsch. 


chem. Gesellschaft, 44. Bd., S. 1332 (1911). 
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Schmelzpunkt, den Menozzi und Appiani fiir die |- und d-Form 
angeben. Fiir das inaktive Amid wurde der Schmelzpunkt bei 
214° beobachtet. 

Wir stellten das Pyrrolidonylamid auch in der von Menozzi 
und Appiani angegebenen Weise aus dem Ammonsalz der d- 
Glutaminséure dar. Wir erhielten dabei jedoch als schwer lis- 
liches Produkt die inaktive Form des Pyrrolidoncarbonsiaure- 
amids. Es war somit Racemisierung eingetreten — ein Befund, 
der keinesfalls befremden darf, da die Darstellung des Amids 
bei Gegenwart von Ammoniak — bei genannter Darstellungs- 
weise entwickelt sich bei 115° Ammoniak — und bei héherer 
Temperatur (150°) vorgenommen wird. Die Ausbeute an reiner 
Substanz war, wie zu erwarten war, nur eine sehr geringe, da 
auBerdem noch Pyrrolidoncarbonsaure entsteht. 

Wir haben ferner Pyrrolidonylamid, wie schon eingangs 
erwahnt, durch Amidierung des Chlorids der Pyrrolidoncarbon- 
siure gewonnen. Dieser Weg ergab gute Resultate. 

NH NH 


OC’ SCH-COCI -—- NH, — OC7 NCH-CONH, +- HCI. 


| | | | 
H,C-——CH, H,C-——CH, 


Die Darstellung des Pyrrolidoncarbonséurechlorids erfolgte 
in der von Emil Abderhalden und Akikazu Suwa!) be- 
schriebenen Weise mittels Thionylchlorids, nur wurde das Re- 
aktionsprodukt nach erfolgter Einwirkung des Thionylchlorids 
auf die Pyrrolidoncarbonsaure nicht eingedampft, sondern das 
entstandene Chlorid aus der L6sung auskrystallisiert. Wir 
arbeiteten mit inaktivem Material und verfuhren, wie folgt: 

Pyrrolidoncarbonsiure (10g) wird in feinpulverisiertem 
Zustande in kleinen Portionen in die 6- bis 7fache Menge 
Thionylchlorids eingetragen. Es wird tiichtig geschiittelt und 
unter Ausschluf jeder Feuchtigkeit 20 Minuten lang auf 50 bis 
60° erwirmt. Dabei geht der allergréfte Teil in Lésung. Nun 
wird schnell — z. B. auf vorgewarmtem Trichter im Exsikkator — 


') Emil Abderhalden und Akikazu Suwa, Synthese von Poly- 
peptiden. Derivate der Pyrrolidoncarbonsaure. Berichte der deutsch. chem. 
Gesellschaft, 43. Bd.. S. 2151 (1910). 
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in der Warme abfiltriert und mit etwas warmem Thiony]l- 
chlorid nachgewaschen.') Das Filtrat ergibt beim Erkalten als- 
bald reichliche Krystallabscheidung. Sie wird durch vorsieh- 
tiges Eindunsten im Vakuumexsikkator noch erhodht. Es wird 
abgesaugt und das gelblich gefarbte Produkt mit trockenem 
Chloroform gewaschen. Ist die Substanz noch etwas gefarbt, 
so wird sie beim Trocknen im Vakuumexsikkator bald weif. 

Das Pyrrolidonylchlorid bildet in reinem Zustande farb- 
lose Krystalle. Es ist beim kurzen Verweilen an der Luft 
verhaltnismabig bestiaindig. Es lést sich nicht in Petrolather, 
dagegen ist es in Chloroform etwas loslich. 

Verhalten des Pyrrolidonylchlorids gegen Wasser: 3 g 
Pyrrolidonylchlorid wurden vorsichtig unter Kissalzkthlung mit 
10 g Wasser versetzt. Es resultierte dabei in reichlicher Menge 
eine feste Substanz. Sie wurde aus Wasser unter Zusatz von 
Tierkohle umkrystallisiert. Aus der Losung schied sich Pyrro- 
lidoncarbonsiiure in farblosen Krystallen ab. Sie schmolz, wie 
reine Pyrrolidoncarbonsiure, bei 182 —183°. Derselbe Schmelz- 
punkt zeigte sich auch bei einer Mischprobe. Das Produkt 
stimmte ferner in seinen tibrigen Eigenschaften, wie den Lés- 
lichkeitsverhaltnissen und dem Geschmack, mit denen der Pyrro- 
lidoncarbonsiure tiberein. Aus dem Filtrat der obigen Substanz 
konnte nach dem Entfarben mit Tierkohle und Einengen etwas 
Glutaminsaéurechlorhydrat in farblosen Krystallen abgeschieden 
werden. Die Zersetzung des Chlorids mit Wasser hatte also 
zum grofben Teile Pyrrolidoncarbonséure geliefert. 


A. Darstellung des Pyrrolidonylamids 
aus Pyrrolidonylchlorid. 


Die Uberfiihrung des Pyrrolidonylchlorids in das_ ent- 
sprechende Amid gelingt gut durch Einwirkenlassen von Am- 
moniak auf das in einem indifferenten Mittel suspendierte Chlorid. 
5) g Chlorid wurden in ca. der zehnfachen Menge Chloroform 
aufgenommen bezw. suspendiert. Unter Kiihlung wurde trockenes 

‘) Hat man weniger Thionylchlorid genommen, als oben angegeben 


ist, so erstarrt bereits ein betrachtlicher Teil des Pyrrolidonylchlorids 
wahrend des Filtrierens auf dem Filter. 











Zur Kenntnis der Glutaminsadure und der Pyrrolidoncarbonsaure. I]. 341 


Ammoniakgas eingeleitet und dann das hellgefiirbte Reaktions- 
produkt abgesaugt. Da es in Athylalkohol, in Methylalkohol und 
in Wasser, wie auch das bei der Reaktion entstehende Chlor- 
ammonium loslich ist, so lief es sich nicht durch einfache Ex- 
traktion oder durch Umlésen mittels dieser L6sungsmittel frei 
von anorganischer Substanz gewinnen. Vielmehr mufte zur 
Entfernung des Halogens Silbersulfat angewandt werden. Wir 
lésten die Substanz in ca. 50 ccm Wasser, schiittelten auf der 
Maschine mit tiberschiissigem Silbersulfat, filtrierten, leiteten in 
das Filtrat Schwefelwasserstoff ein, filtrierten vom gebildeten 
Silbersulfid ab, engten zur Vertreibung des Schwefelwasserstoffs 
etwas ein, entfernten dann die vorhandene Schwefelsiéure quan- 
titativ mittels Barythydrats und engten die Losung schlieBlich 
unter stark vermindertem Drucke bei niederer Temperatur ein. Es 
hinterblieb ein weifer krystallinischer Riickstand von fast reinem 
Pyrrolidonylamid. Durch Umkrystallisieren aus absolutem Al- 
kohol wird ein Produkt, das bei 217—218° (korr. 220—-221°) 
unter Bréunung schmilzt, erhalten. 

0,1303 g Substanz, bei 90° getrocknet, brauchten 20,61 ccm 
n/10-H,SO,. 

Berechnet fiir C;H,O,N,: 21,87°/o N. 
Gefunden: 22,129/o N. 

Das inaktive Pyrrolidonylamid lést sich spielend in Wasser, 
leicht in Methylalkohol, nur schwer in absolutem Alkohol und gar 
nicht in Benzol, in Chloroform und in Petrolither. Es scheidet 
sich aus der heifen alkoholischen Lésung in leichten, farblosen, 
verfilzten Nadelchen ab. In wiasseriger Lésung fallt es im 
Gegensatz zu dem Glutamin nicht mit Quecksilbernitratl6sung. 
Das Pyrrolidonylamid gibt intensive violette Biuretreaktion') 
(die jedoch — jedenfalls infolge der verseifenden Einwirkung 
des Alkalis — bald verschwindet). 


B. Darstellung des Pyrrolidonylamids aus dem 
Ammoniumsalz der d-Glutaminsdure. 
Das Ammoniumsalz der Glutaminsaure bereiteten wir durch 
Losen von Glutaminsidure in wenig wiasseriger Ammoniakflissig- 





‘) Glutamin gibt ebenfalls violette Biuretprobe. 
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keit und Fiillen mit absolutem Alkohol. Das Salz schied sich 
dabei zunichst als dlige Schicht ab. Beim Kiihlen mit Eis- 
mischung erhielten wir farblose Krystalle. Die Ausbeute ist 
quantitativ. Im Kapillarrohr erhitzt, zeigt die Substanz bei 
110—115° starkes Sintern (Entweichen von 1 Mol. NH), bei 
ca. 177° findet dann bei langsamem Erhitzen Schmelzen unter 
Aufschiumen statt. 

Zur Uberfiihrung des Ammonsalzes in das Amid wurde 
die Substanz 2! 2 Stunden lang im Olbad auf 145—154° (Thermo- 
meter in der geschmolzenen Substanz) erhitzt. Dann lésten 
wir die Schmelze in der 6fachen Menge heifien absoluten 
Alkohols, entfarbten mit Tierkohle und engten das Filtrat im 
Vakuumexsikkator ein. Es schieden sich farblose Krystalle in 
warzenartigen Aggregaten ab. Die so erhaltene Substanz zeigte 
einen sehr unscharfen Schmelzpunkt. Erst nach wiederholtem 
Umkrystallisieren erhielten wir reines inaktives Pyrrolidonyl- 
amid. Es schmolz bei 216—217° und ergab denselben Schmelz- 
punkt auch bei einer Mischprobe, zu der das oben beschriebene 
aus Pyrrolidonylchlorid dargestellte Praparat benutzt wurde. 
Die Ausbeute war gering. 


Aufspaltungsversuch des Pyrrolidonylamids mit 
Salzsaure. 

a) Im Brutschrank: 

0,4 g Amid wurden in 5 g Wasser gelést und nach Zu- 
gabe von 1 Molekiil "/1-Salzsiure = 3,15 ccm 5 Stunden im 
Brutschrank belassen. Dann wurde mit der berechneten Menge 
n-Natronlauge neutralisiert und die L6sung eingedunstet. Der 
weife krystallinische Rtickstand wurde zur Trennung vom Koch- 
salz mit absolutem Alkohol ausgekocht. Es wurden 2 Krystall- 
fraktionen erhalten. Die eine (0,1 g) stellte ein farbloses Pro- 
dukt dar, dessen Schmelzpunkt 182—183,5° auf inaktive Pyrro- 
lidoncarbonsiiure') deutet. Die andere Fraktion bestand aus 
leichten, verfilzten, farblosen Nadelchen, wie sie fiir das inaktive 
Pyrrolidonylamid charakteristisch sind. Ihre Menge betrug 0,2 g. 


!) Reine inaktive Pyrrolidoncarbonsiure schmilzt bei 182—183°. 
Das isolierte Produkt gab keine Biuretreaktion. 
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Sie zeigten den richtigen Schmelzpunkt des Amids, 216—217° 
(bei langsamem Erhitzen) unter Bréunung. Sie ldsten sich 
ebenfalls sehr leicht in Wasser und leicht in Methylalkohol. 

b) Bei gewohnlicher Temperatur: 

0,3 g Pyrrolidonylamid wurden in 5 g Wasser gelést und 
zunachst mit 1,3 ccm "/1-Salzsaure versetzt. Nach 12 stiindigem 
Stehen bei gewOhnlicher Temperatur fiigten wir den Rest des 
einen Molekiils Salzséiure, 1,2 cem, hinzu und lieben wieder 
12 Stunden in der Kilte stehen. Hierauf wurde mit 2.5 ccm 
/1-Natronlauge neutralisiert und eingedunstet. Der Riickstand 
wurde mit absolutem Alkohol ausgekocht. Beim Einengen der 
alkoholischen Lésung erhielten wir zunichst 0,17 g Substanz 
in farblosen, volumindsen Krystallen. Sie verhielten sich wie 
das Ausgangsmaterial, Fp. 218° (korr. gegen 221°) unter Briu- 
nung, schwer loéslich in absolutem Alkohol, unschwer léslich in 
Methylalkohol und leicht léslich in Wasser. Das Priaparat gab 
violette Biuretreaktion. Durch Einengen der alkoholischen 
Mutterlauge konnten wir noch etwa 0,05 g Pyrrolidonvlamid 
(mit etwas unscharfem Schmelzpunkt) gewinnen. 


Aufspaltungsversuch mittels Ammoniaks. 


0,3 g Pyrrolidonylamid wurden in 5 g Wasser gelést und 
mit einigen Tropfen Ammoniak, bis deutlicher Geruch darnach 
auftrat, versetzt. Diese Lésung wurde fast 1 Tag bei gewohn- 
licher Temperatur und 28 Stunden im Brutschrank aufbewahrt. 
Die dann noch deutlich nach Ammoniak riechende Fliissigkeit 
wurde stark eingeengt. Wir erhielten 0,2 g farbloser Krystalle. 
Sie erwiesen sich als unverindertes Pyrrolidonylamid. 
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Zur Kenntnis des Vorkommens der peptolytischen Fermente. 


Von 
Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 





(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1912.) 


In zahlreichen Versuchen ist gezeigt worden, daf sich in 
den Zellen des Tier- und Pflanzenorganismus Fermente finden, 
die imstande sind, bestimmte Polypeptide in ganz charakte- 
ristischer Weise abzubauen. Der Nachweis der Fermente ist 
in verschiedener Weise gefiihrt worden. Einesteils wurde aus 
den Organen Prefisaft nach der Methode von E. Buchner her- 
gestellt und dann diesem nach erfolgter Filtration durch eine 
Chamberland-Kerze ein bestimmtes Polypeptid zugefiigt. Meist 
wurde ein Polypeptid gewiihlt, an dessen Aufbau ein in Wasser 
sehr schwer léslicher Baustein beteiligt ist, und das Auftreten 
dieser Aminosiure verfolgt. Oder aber es wurde die eintretende 
Spaltung mittels der Polarisation festgestellt. Entweder wurden 
hierzu racemische Polypeptide verwendet und die asymmetrische 
Spaltung als Beweis einer stattgehabten Fermentspaltung an- 
gesehen oder aber, es wurde ein optisch aktives Polypeptid als 
Substrat angewandt. Ferner wurden Polypeptide und dann auch 
Peptonlésungen direkt auf Gewebe aufgetragen und die Ab- 
scheidung schwer ldslicher Aminoséuren beobachtet. Selbst- 
verstiindlich wurde bei all diesen Versuchen die Mitwirkung 
von Bakterien moglichst ausgeschaltet. Schon die Tatsache, dal 
z. Bb. Pankreassaft manche Polypeptide nicht spaltet, wihrend 
Darmsaft auch diese angreift, und ferner der Umstand, dal 
das Erwiirmen einer aktiven Fermentlosung auf 60—70° diese 
sofort inaktiviert und dann auch nach Tagen eine Spaltung nicht 
eintritt, macht es sehr unwahrscheinlich, dai die erhaltenen 
Resultate auf Bakterienwirkung zuriickzufiihren sind. Bei An- 
wendung der optischen Methode ist das Auftreten einer Infektion 
sehr leicht feststellbar, indem sofort Triibungen auftreten. End- 
lich haben wir im Laufe der Zeit eine groBe Erfahrung iiber 
das Verhalten von Bakterien gegentiber Polypeptiden gesammelt. 
Wir hatten gehofft, aus der Art des Abbaus bestimmter Poly- 
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peptide eine Grundlage zur Erkennung bestimmter Bakterien- 
arten zu erhalten. Wir hofften, dai bestimmte Bakterienarten 
gewisse Polypeptide abbauen und andere unangegriffen lassen. 
Ferner waren unsere Bestrebungen darauf gerichtet, aus be- 
stimmten Substraten bestimmte charakteristische Abbaupro- 
dukte zu erhalten. Bis jetzt sind unsere Bemiihungen nach dieser 
Richtung wenig erfolgreich gewesen. Fir sehr viele Bakterien- 
arten sind die Polypeptide kein geeignetes Niihrmateriel und 
wurden solche angegriffen, dann ergaben sich bald Abbaustufen, 
die einer weitgehenden Zersetzung des Substrates entsprachen. 
SchlieBlich haben wir auch Stichproben ausgefiihrt und fest- 
gestellt, daB Spaltung von Polypeptiden erfolgt war, ohne dab 
Bakterien anwesend waren. Die Platten blieben steril. 
Neuerdings hat Biedermann!) wieder auf den Einwand 
aufmerksam gemacht, den man allen tiber liingere Zeit sich 
erstreckenden Versuchen mit Organprefisiften und Verdauungs- 
saften machen kann, némlich, dafi Mikroorganismen mitwirken. 
Wir haben aus diesem Grunde nochmals eine Keihe ganz be- 
sonders sorgfiltig vorbereiteter Versuche durchgefiihrt. Es sei 
gleich bemerkt, dai die erhaltenen Resultate bestiitigen, dal 
die beobachtete Spaltung auf Fermente der untersuchten Organe 
und sicher nicht auf Bakterienwirkung zuriickzufthren ist. 
Zunichst priiften wir Organprefbsifte. Diese wurden in 
der gewohnten Weise dargestellt und dann durch einen sorg- 
fiiltig steril gemachten Uhlenhut-Weidanzschen Abfiillapparat 
iltriert. Als Substrat wahlten wir entweder Polypeptide oder 
Seidenpepton. Die Liésung des Substrates wurde durch 2stiin- 
diges Kochen sterilisiert. Das Polarisationsrohr wurde griind- 
lich desinfiziert und zwar mit 5°/oiger Carbolsiurelisung, Alkohol 
und Ather. SchlieSlich wurde das Rohr noch 2 Stunden in einem 
Trockenschrank bei 120° aufbewahrt. Nachdem sich das Rohr 
auf 40° abgekiihlt hatte, wurde die Substratlésung, deren ‘Tem- 
peratur 38° betrug, eingefiillt, und ferner auch die eben filtrierte 
Fermentlésung. Eine Toluolschicht schloB die Fliissigkeit nach 





1) W. Biedermann, Die Aufnahme, Verarbeitung und Assimilation 
der Nahrung, im Handbuch der vergleichenden Physiologie, herausgegeben 
von Hans Winterstein, 1911. 
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aufen ab. Ferner war der Tubus des Rohres mit sterilisierter, 
abgebrannter Watte verschlossen. Stets wurde zur Kontrolle ein 
ebenso gefiilltes Rohr 10 Minuten auf 60° erwarmt und ferner 
eine dritte Probe angesetzt, bei der das Rohr nicht sterilisiert 
war und ferner kein Toluol zugesetzt wurde. Die auf 60° erhitzte 
Probe ergab nie Spaltung. Die mit gr6fter Sorgfalt steril ge- 
haltene Probe zeigte das gleiche Verhalten, wie diejenige, bei 
der die Fernhaltung von Mikroorganismen nicht so streng durch- 
gefiihrt war. Die Spaltung trat in allen Fallen fast unmittelbar 
nach dem Zusatz der Fermentlésung ein. Ein Beispiel aus der 
grolien Zahl gleichsinnig verlaufener Versuche mége das belegen. 


6 cem */34-Mol. Glyeyl-l-tyrosinlésung. 


1 Leberprefsatt. 
Zeit Winkel 
ca. 1 Minute nach dem Mischen von 

Substrat und Fermentlosung —- 0,76° 
nach 5 Minuten -+- 0,72 ° 

10 +~ 0,67" 

15 +- 0,60° 

20 +- 0,55 ° 

25 | +- 0,50° 

30 +- 0,47° 

350 +- 0,43° 

10 +. 0,38°. 


Hier wurde der Versuch abgebrochen und das Gemisch 
auf Bakterien untersucht. Es erwies sich als steril. 

Wir haben ferner folgenden Versuch ausgefiihrt und sehr 
oft wiederholt. Wir entnahmen einem Tiere, einem Frosch oder 
einem Meerschweinchen resp. Kaninchen sofort nach der Tétung 
unter Anwendung aller MaBregeln zur Vermeidung einer In- 
fektion — aseptische und antiseptische Mafnahmen —- noch 
lebenswarm ein bestimmtes Organ, z. B. die Niere. Dann wurde 
dieses mit gliihenden Messern an der Oberfliche vollstandig 
abgebrannt und nun rasch in das Gewebe mit einer sorgfaltig 
sterilisierten Pravazspritze eine durch langes Kochen sterilisierte 
Losung von Seidenpepton eingespritzt. Das Organ wurde dann 
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in einer sterilisierten Schale 6—8 Stunden im Brutschrank auf- 
bewahrt, dann in der Schale auf 0° abgekithlt und nun nachgesehen, 
ob Tvrosin ausgefallen war. Es war dies regelmiibig der Fall. 

Wir glauben, dafi durch diese Versuche einwand- 
frei bewiesen ist, dah die von uns beobachteten, auf 
Zusatz von OrganpreBsiften resp. Verdauungssiften 
erfolgten Spaltungen von Polypeptiden durch die in 
diesen Lésungen enthaltenen peptolytischen Fermente 
bewirkt worden sind und nicht durch Fermente von 
Mikroorganismen herbeigefiihrt wurden. 

Im Anschluf an diese Versuche sei noch iiber Versuchs- 
reihen berichtet, die die Frage verfolgten, ob im Speiche! 
und Sputum sich Fermente vorfinden, die Polypeptide 
spalten. Wir hatten seinerzeit diese Versuche gemeinsam mil 
A. H. K6lker begonnen. Es zeigte sich, dal Speichel unter ge- 
wohnlichen Verhiltnissen weder Glycyl-l-tyrosin noch dl-Leucyl- 
glycin spaltet. Es wiire ja denkbar gewesen, dal} im Speichel sich 
Zelltriimmer finden und damit auch die Zellfermente. Wir haben 
diese Versuche fortgesetzt und bei Anwendung der genannten 
Dipeptide eine Spaltung nie beobachten kénnen. Der Speichel war 
stets durch eine Chamberland-Kerze filtriert worden.t) Unter- 
dessen hat K6lker?) mitgeteilt, daf der Speichel dl-Alanyl-glycin 
und ferner |-Leucyl-glycyl-d-alanin spaltet. Schon vorher hat 
Warfield’) beobachtet, daB Speichel Glycyl-l-tryptophan zer- 
legt. Weitere Untersuchungen miissen zeigen, ob hier ein regel- 
mafiger Befund vorliegt. 

Wir haben gemeinsam mit Herrn Dr. Strainer Versuche 
unternommen, um die Frage zu entscheiden, ob der Gehalt des 
Sputums an peptolytischen Fermenten bei verschiedenen Er- 
krankungen, wie Tuberkulose, Asthma usw. ein verschiedener 
ist. Vor allem interessierte uns das Verhalten des Auswurfes 


‘) Die Kerzen miissen stets von Fall zu Fall auf ihre Fahigkeit, 
Bakterien zuriickzuhalten, gepriift werden. 

*) A. H. Koelker, Uber ein Dipeptid- und Tripeptid-spaltendes 
Knzym des Speichels, Diese Zeitschrift, Bd. 76, 5. 27, 1911. 

5) L. M. Warfield, Johns Hopkins Hospital Bulletin, Bd, 22, S. 150, 
1911 (zitiert nach Koelker, lL. c.). 
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in verschiedenen Stadien der Pneumonie. Bekanntlich hat 
Friedrich Miller nachgewiesen, dab die Lésung mit einer rich- 
tigen Verdauung des ausgeschiedenen Fibrins in den Bronchiolen 
einhergeht. Wir wollen gleich das erhaltene Resultat vorweg- 
nehmen. Es ergab sich, dai der Auswurf bei der Pneu- 
monie vor der Krise entweder garnicht spaltete oder 
doch nur ein sehr geringfiigiges Spaltvermoégen zeigte. 
Mit der Krise setzte ein sehr erhebliches Spaltver- 
modgen ein. dl-Leucyl-glycin wurde in seine Kompo- 
nenten zerlegt. Die Versuche wurden in der folgenden Weise 
ausgefiihrt. Das frisch gesammelte Sputum wurde durch eine 
Chamberland-Kerze durchgesaugt und das Filtrat auf eine 
sterilisierte LOsung von dl-Leucyl-glycin einwirken gelassen. Es 
wurde dann sofort das Drehungsvermégen des Gemisches ab- 
gelesen und dieses dann von Zeit zu Zeit wieder festgestellt. 
In der Zwischenzeit wurde das Polarisationsrohr nebst Inhalt 
im Brutschrank aufbewahrt. In einzelnen Fillen war das Sputum 
so ziih, dali wir es mit der doppelten Menge physiologischer 
Kochsalzldsung in einer Reibschale vermischen muften, um ein 
Filtrat zu erhalten. Sehr gute Resultate gab auch hier der 
Uhlenhut-Weidanzsche Abfiillapparat. Vom dl-Leucyl-glycin 
verwendeten wir 1,88 g und ldsten dieses in 100 ccm physio- 
logischer Kochsalzlésung. Wir gaben dann zu 3,1 ccm der 
Sputumfliissigkeit 3,1 ccm der dl-Leucyl-glycinlosung und 3,1 ecm 
physiologischer Kochsalzlésung. Erwihnt sei, dab wir selbst- 
verstiindlich bei jedem einzelnen Versuche eine Kontrollprobe 
beobachteten, bei der an Stelle der Dipeptidlésung physio- 
logische Kochsalzlésung zugesetzt war. Wir konnten so fest- 
stellen, ob das Sputum seine Anfangsdrehung beibehilt. Es war 
das fast ausnahmslos der Fall. Wir verfiigen bis jetzt tiber 
10 Faille von Pneumonie. Das Resultat war stets dasselbe. 
Sobald das Material ein gréf8eres ist, sollen die einzelnen Faille 
unter Beriicksichtigung des klinischen Verlaufes an anderer 
Stelle mitgeteilt werden. Wir zweifeln nicht daran, daf die 
Untersuchung des Sputums bei verschiedenen Krankheiten aut 
den Gehalt an einzelnen Fermenten mancherlei interessante 


tesultate ergeben wird. 
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Spielt eine abnorme Zusammensetzung des Fettes beim Krebs 
eine Rolle? 
Von 


Dr. Leonhard Wacker, Chemiker am pathologischen Institut, Miinchen. 


{Aus dem pathologischen Institut der Universitat Miinchen, Direktor: Professor Borst.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1912.) 


Die durch Produkte der Faulnis, Zersetzung der Fette oder 
anderer im tierischen Organismus vorkommenden Stoffe') erzeug- 
baren atypischen Epithelwucherungen lassen einen progredienten 
Charakter vermissen und bilden sich nach mehreren Monaten 
unter Abstofung verhornter Epithelmassen zuriick. Sie unter- 
scheiden sich dadurch prinzipiell von den Hautcarcinomen. 

Bei Erzeugung solcher atypischer Epithelwucherungen 
spielt, wie nachgewiesen wurde, neben der anatomischen Be- 
schaffenheit der Injektionsstelle auch eine gewisse Disposition 
des Versuchstieres eine Rolle, denn unter gleichen Verhaltnissen 
kann man bei manchen Kaninchen zu ausgedehnteren Wuche- 
rungen gelangen, wie bei anderen gleichalterigen Tieren. 

Bei chronischen Entziindungsprozessen, z. B. bei Tuber- 
kulose der Schleimhaute kommt es recht héufig zu atypischen 
Epithelwucherungen, fiir welche vielleicht auch abgebaute Ei- 
weiBk6rper und zersetzte Fette?) atiologisch in Betracht kom- 
men, aber auch diese Epithelwucherungen gehen nur verhiltnis- 
maBig selten in Carcinome tiber. Es wire somit auch hier die An- 





') Stoeber, Wacker, Miinch. med. Wochenschr., 1910, Nr. 18. 
Wacker, Schmincke, Ebenda, 1911, Nr. 30 und 31. 

*) Als Beweis fiir das Obengesagte sei angefiihrt, dafS Wacker- 
Schmincke (loc. cit.) mit dem sauren, indolhaltigen Atherextrakt eines 
ulcerierten Magencarcinoms atypische Epithelwucherungen am Kaninchen- 
ohr erzeugt haben. 
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nahme berechtigt, dali eine Disposition vorhanden sein mul}, wenn 
die Wucherung einen progredienten Charakter annehmen soll. 

Der Begriff «Disposition», welcher in der Pathologie eine 
so groBe Rolle spielt, ist sicherlich begriindet und wenn wir 
uns tiberhaupt eine Vorstellung von den Grundlagen der einer 
bestimmten Zellart zukommenden Eigenart machen wollen, so 
miissen wir annehmen, daf diese mit dem chemischen Aufbau 
der Zellen in innigstem Zusammenhang steht. Es ist dann leicht 
begreiflich, dafi eine von der Norm abweichende Organisation 
einer Zellgruppe eine gewisse Sonderstellung verleihen kann, 
die an und fiir sich keine pathologischen Erscheinungen bedingt, 
aber erst durch das Eingreifen anderer St6rungen verhangnisvoll 
wird. Als Ursache solcher St6rungen k6énnte eine Disharmonie 
im Wechselspiel der Organe in Betracht kommen, etwa einge- 
leitet durch ein Versagen oder eine tibermabige Produktion ge- 
wisser Driisen oder Ausscheidungsorgane. Eine experimentelle 
Unterlage fiir eine solche Anschauung existiert zwar noch nicht, 
aber die angefiihrten Verhiiltnisse und Versuche deuten daraut 
hin, daB wir als Disposition in letzter Linie besondere physi- 
kalisch-chemische Verhaltnisse uns vorzustellen haben, deren 
Aufsuchung das Ziel weiterer Forschung bilden soll. 

Von diesem Gesichtspunkte ausgehend habe ich zunichst 
solche Stoffe herangezogen, welche ihrer Beschaffenheit nach 
eine exakte chemische Untersuchung zulassen und im Zellhaus- 
halte anerkanntermafen eine Rolle spielen, nimlich die Fette. 

Die Zusammensetzung des Fettes ist fiir jede Tiergattung 
eine spezifische') zu nennen, unterliegt aber trotzdem innerhalb 
gewisser Grenzen Schwankungen, beeinflu{t durch das Alter,?) 
die Art der Ernahrung, *) Ernaéhrungs-*) und Gesundheitszustand 





') Abderhalden und Rona, Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 30, 1911. 

*) Langer, Sitzungsbericht der Wiener Akademie, math.-natur- 
wissenschaftl. Abt., Bd, 84, S. 94. 

‘) J. Munk, Arch. f. Anat. u. Physiol., S. 273, 1883; Virchows 
Archiv, Bd. 95, S. 407, 1884. — Gg. Rosenfeld, Chem.-Ztg., Bd. 26, 
S. 1110, 1902. — Engel und Plant, Wiener klin. Wochenschr., Bd. 19, 


Nr. 29, 1906, usw. 
*) Knépfelmacher und Lehndorff, Zeitschr. f. exp. Pathol. und 


Therapie, Bd. 2, S. 142, 1905. 
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des Individuums. Diese spezifische Natur des Fettes liefert An- 
haltspunkte iiber dessen Herkunft sowie iiber seinen frischen 
oder verdorbenen Zustand. Bei der praktischen Bedeutung dieser 
Verhialtnisse existieren zur chemischen Untersuchung der Fette 
wohldurchgearbeitete Methoden und haben sich bekanntlich 
die Nahrungsmittelchemiker zur Erzielung einheitlicher Resul- 
tate auf Einhalten festgelegter Methoden geeinigt, ein sehr 
empfehlenswertes Verfahren, welches auch fiir klinische und 
physiologische Untersuchungen Eingang finden sollte. 

Diese Vereinbarung') und die neueren anerkannten Ver- 
einfachungen und Verbesserungen?) habe ich auch in der vor- 
liegenden Arbeit eingehalten und soweit das zur Verfiigung 
stehende Material ausreichte, alle zur Charakterisierung des 
Fettes tiblichen Methoden durchgefiihrt. Die Fette wurden, wenn 
nichts Gegenteiliges bemerkt ist, durch Ausschmelzen, AbgieBen, 
mehrstiindiges Trocknen am Wasserbad und Filtration durch 
ein Faltenfilter gewonnen. 

Das wichtigste Erkennungsmaterial eines Fettes bildet be- 
kanntlich das Jodadditionsvermégen, wodurch man einen Riick- 
schluB auf den Oleingehalt (ungesattigte Fettsiiureester) gewinnt. 
Ziemlich parallel mit diesem Befunde lauft das Lichtbrechungs- 
vermogen (Refraktometerzahl), solange es sich um frische Fette 
handelt. Fette, die langere Zeit gestanden haben, besitzen eine 
hohere Refraktometerzahl. So habe ich bei menschlichen Fetten 
nach drei- und mehrmonatlichem Stehen eine Zunahme von 
1—1,5 Graden der Skala des Butterrefraktometers beobachtet. 
Diese Zunahme war jedoch absolut nicht proportional der gleich- 
zeitig gebildeten Siuremenge. Es scheinen also beim Ranzig- 
werden der Fette noch andere Umstiinde als eine direkte Siure- 
zunahme vorzuliegen, die die Lichtbrechung beeinflussen (Oxy- 


siuren ?). 





') Vereinbarungen zur einheitlichen Untersuchung und Beurteilung 
von Nahrungs- und Genufimitteln usw. fiir das Deutsche Reich (Berlin, 
Jul. Springer). 

*) W. Arnold, Beitraége zum Ausbau der Chemie der Speisefette, 
Zeitschr. f. Untersuch. d. Nahrungs- u. Genufimittel, 1907, S. 150. 
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Die Feststellung der Saurezahl bei Carcinomfetten war 
deshalb wiinschenswert, weil verdorbene saure Fette die Epithel- 
proliferation anregen. 

Die zur Verseifung des Fettes erforderliche Menge Alkali 
(Verseifungszahl) wurde in kombinierter Methode (nach Arnold) 
zusammen mit der Menge der fliichtigen wasserléslichen Saure 
(Reichert-MeiBbl-Zahl) und flichtigen unléslichen Saure (Po- 
lenske-Zahl) ermittelt. Diese Zahlen lieferten charakteristische 
Unterschiede zwischen dem Fette der Neugeborenen und Er- 
wachsenen und liefSen Ahnlichkeit zwischen dem Fette des 
F6tus und dem Frauenmilchfett erkennen. 

Die Ermittlung der unverseifbaren Bestandteile des mensch- 
lichen Fettes erforderte 50g Fett und muBte in manchen Fallen 
aus Mangel an Material unterbleiben. Beim Frauenmilchfett 
standen jedoch nur 10g Fett zur Verfiigung. 

Der unverseifbare Riickstand besitzt einen charakteri- 
stischen Geruch, enthalt mehr oder weniger gelben Farbstoff, 
je nachdem er von einem mehr oder weniger stark pigmen- 
tierten Fette stammt. 

Stark pigmentierte Fette besitzen im allgemeinen auch 
eine groBere Menge unverseifbare Bestandteile. 

Insgesamt wurden 39 verschiedene Fette analysiert, da- 
von stammten 14 von Carcinomatésen (darunter 4 aus Tu- 
moren, auf operativem Wege erhalten), ferner ein Lipomfett 
und ein Fett bei Gehirngliom. 

Diese 16 vorgenannten Fette wurden verglichen mit Fetten 
von Leichen Nichtcarcinomatoser in verschiedenen Altersstadien. 
Auch ein auf operativem Wege erhaltenes Fett bei Nichtcar- 
cinom wurde untersucht. 

Weiter wurde mit Riicksicht auf eine englische Literatur- 
angabe, auf die ich spiter zuziickkommen will, das Fett von 
Neugeborenen, Kindern und der Vollstandigkeit halber auch das 
Frauenmilchfett, aus Mischmilch verschiedener Frauen, analysiert. 

Als wesentlichstes Resultat konnteich feststellen, 
dafi sich das Depotfett bei Krebs von demjenigen Nicht - 
carcinomatoéser, soweit die chemischen Methoden zur 
vollkommenen Charakterisierung ausreichen, nicht 
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unterscheidet. Dasselbe gilt auch fiir das Fett bei 
Lipom-') und Gliomgeschwilsten. 

Mit zunehmendem Alter besonders in den ersten Lebens- 
jahren nimmt der Oleingehalt des menschlichen Fettes zu (An- 
steigen der Jod- und Refraktometerzahl). Das Fett wird diinn- 
fliissiger, dazwischen reiht sich ohne bemerkenswerten Unter- 
schied das Fett Carcinomatéser. Das Ansteigen der Jodzahl 
ist kein absolut gleichmaBiges, sondern es befinden sich darunter 
nicht unerhebliche individuelle, von der Erniihrung beeinflubte 
Schwankungen. Charakteristisch und unverkennbar ist, wie 
schon von anderer Seite*) mitgeteilt wurde, daB das Fett der 
Neugeborenen beziiglich seines geringen Oleingehaltes und ho- 
hen Schmelzpunktes erheblich von dem der Erwachsenen ab- 
weicht. Es besitzt bei KOrpertemperatur eine teigige Beschaffen- 
heit und schmilzt erst bei 46,5° zu einem durchsichtigen klaren 
Ole. Daraus erklirt sich bei Fliissigkeitsverlust und Abkiihlung 
die Entstehung des Fettsklerems der Kinder. Aber auch in 
seiner weiteren Zusammensetzung, dem hodheren Gehalt an 
fliichtigen Fettsiuren und der damit im Zusammenhang ste- 
henden hoheren Verseifungszahl unterscheidet sich das Neu- 
geborenenfett von dem der Erwachsenen. 

Es nihert sich also in seiner Zusammensetzung, wie aus 
der Tabelle hervorgeht, sehr dem Frauenmilchfett.*) Da emul- 
giertes Fett nicht durch die Chorionzotten der Placenta‘) hin- 
durch geht, so ist die Vermutung, daf das Fett im Organismus 
des Fétus synthetisiert wird, nicht unwahrscheinlich, jedenfalls 
spricht die Analyse fiir diese Anschauung. 

Schon wahrend der Sauglingsperiode steigt die Jodzahl 





') Jackle, Chem.-Ztg., Bd. 21, S. 163, 1897; Diese Zeitschrift, 
Bd. 36, S. 53, 1902. 

*) Langer, loc. cit — Knépfelmacher, Jahrbuch der Kinder- 
heilkunde, N. F., Bd. 45, S. 177, 1897. 

5) Laves, Diese Zeitschrift, Bd. 19. — Ruppel, Zeitschrift fir 
Biologie, Bd. 31. — Engel, Diese Zeitschrift, Bd. 44, S. 353, 1905. 

Uber eine eingehende Untersuchung des Frauenmilchfettes wird 
demniachst Herr Dr. Arnold in der Zeitschrift fiir Untersuchung der 
Nahrungs- und Genufmittel berichten. 

*) Nagel, Handbuch der Physiologie. 








3D4 Leonhard Wacker, 


des Fettes (Knépfelmacher und Lehndorff). Wenn diese 
Anderung der Kérperfettzusammensetzung des Sduglings durch 
die Milchfettaufnahme bedingt ist,') so gibt vielleicht ein Bei- 
spiel aus der Tierwelt tiber diesen Vorgang Aufschlu8: Es lieB 
sich bei Kiihen?) mit Sicherheit der Nachweis erbringen, dab 
mit dem Fortschreiten der Lactation die Menge des Oleins in 
der Butter wichst, die fliichtigen Siuren dagegen abnehmen. 
Gegen Ende der Lactation niihert sich also das Milchfett in 
der Zusammensetzung dem Ko6rperfett des Saéuglings. Zweifellos 
unterscheidet sich das Fett von Kindern vor der Pubertat in 
den meisten Fallen nicht wesentlich von jenem der Erwachsenen 
(s. die Tabelle, sowie Knépfelmacher und Lehndorff loc. cit.) 

Wihrend das Fett der Neugeborenen nahezu farblos er- 
scheint, nimmt es mit zunehmenden Alter eine gelbe Farbe an, 
jedoch ist dies nicht ausnahmslos der Fall. Das subcutane Fett 
einschlieblich desjenigen der Mamma enthalt oft weniger Lipo- 
chrom als jenes des Netzes und des Mesenteriums. Ein ge- 
fairbter Dispersionsrand ist im Butterrefraktometer beim Frauen- 
milchfett und Fett der Neugeborenen nicht oder doch nur in sehr 
geringer Intensitaét zu beobachten, wihrend die tibrigen Fette 
einen blauen bis blaugriinen Rand aufweisen. Stark gelb gefarbte 
Fette zeigen neben dem blaugriinen noch einen gelben Rand. 

Die Siurezahl der frischen Fette war fast durchweg niedrig, 
d. h. es lag Neutralfett vor. Die héchste Saéurezahl lieB sich bei 
einem Leberfett konstatieren, eine Tatsache, die auch schon 
von anderer Seite beobachtet wurde.*) 

Das menschliche Fett andert sich beim Stehen nur lang- 
sam und erst nach monatelangem Aufbewahren konnte eine 
erhebliche Zunahme der Saurezahl beobachtet werden, solches 
altes Fett gab dann auch die Kreissche Phloroglucinsalzsadure- 


reaktion. 


') Aus Arnolds und meiner Analyse lat sich die von den ge- 
nannten Autoren mitgeteilte erhebliche Steigerung des Oleingehalts (Jod- 
zahl 52,76 nach sechswichentlicher Ernahrung an der Brust) nicht erklaren. 

*) Siehe dariiber die Hand- und Lehrbiicher der Nahrungsmittel- 
chemie, z. B. Elsner, Praxis des Chemikers, 1907, S. 174; Réttger, 
Lehrbuch der Nahrungsmittelchemie, 1903, S. 187. 

*) Abderhalden, Lehrbuch der physiolog. Chemie, 1909, S. 130. 
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Mit Riicksicht auf die in Gemeinschaft mit Schmincke be- 
obachtete Tatsache, daB Cholesterin, in Olivenél gelést, am 
Kaninchenohr atypische Wucherungen der Epithelien auszulésen 
imstande ist, habe ich in den Fetten auch die Menge der durch 
alkoholische Kalilauge unverseifbaren Substanz!) festgestellt. 
Dieselbe betrigt nach den Angaben der Literatur im 
menschlichen Fett 0,33°/o (Gehalt an Cholesterin 0,24°/o).?) 
Meine Analysen ergaben 
im Mittel in 15 Untersuchungen bei Nichtcarcinom 0,3749 °/o 
Unverseif bares, 
im Mittel in 14 Untersuchungen bei Carcinom 0,5824°/o Un- 
verseif bares. 
Diese Mittelzahlen wurden zum Teil aus Untersuchungen er- 
halten, welche in der beistehenden Tabelle nicht aufgefiihrt sind. 

Wie ersichtlich, sind die unverseifbaren Bestand- 
teile bei den Carcinomen im Mittel héher als bei Nicht- 
carcinomen, aber es befinden sich auch unter den Nicht- 
carcinomen Fette (z. B. bei Miliartuberkulose), die beziiglich der 
Menge des Unverseifbaren an die Carcinome herankommen. 
Eine weitere Untersuchung wird lehren, ob hier kein Zufalls- 
befund vorliegt. In manchen Lehrbiichern der Nahrungsmittel- 
chemie*) ist angegeben, daf der unverseifbare Riickstand der 
Kuhbutter Phytosterin und nicht Cholesterin enthalte. Diese 
Angabe ist unrichtig. Auch der Riickstand des Frauenmilch- 
fettes enthalt Cholesterin. 

Aus der Tabelle geht hervor, dai eine verhaltnismabig 
niedrige Verseifungszahl mehrmals zusammenfallt mit einer 
groBeren Menge des «Unverseifbaren». 

In der neuveren Literatur (The Lancet, 1911, Bd. 1, S. 1560) 
findet sich eine Mitteilung von Sir George Thos. Beatson 
unter dem Titel: «The Role of Fat in the Etiology and Pro- 
gress of Cancer». Da die dort mitgeteilten Untersuchungs- 
resultate mit den meinigen im Widerspruch stehen, muB ich 
etwas ausfiihrlicher darauf zurickkommen. 





') Elsner, Praxis des Chemikers, 1907, S. 125. 
*) Vgl. Biochem. Handlexikon, 1911, Bd. 3, S. 175. 
*) R6ttger, Lehrbuch der Nahrungsmittelchemie, 1903, S.222 unter p. 
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Lau-- Datum Ob von Leiche| Alter der |Refrakto- Farbe des | 
oder auf | Abstammung [Person oder meterzahl | Refrakto. 


fen- im Butter-| meter- 














de der operativem | Diagnose | Leiche, VON | ofrakto- | vamdes 
pas |  Wege | des Fettes der das Fett meter | (Disper- 
Nr. “Analyse | gewonnen | | stammt jbei 40° C. sionsrand 
1. Febr.3. 12' —- | — | Frauen- | — | 47,6 | schwach 
Mischmilch!) (+ 3,4) | plan 
2. Dez. 1.11)  Leiche _ Subcutan Neugeboren| 49,2 | 
3. Jan. 14, 12 > need - » 46,3 ungefiyb) 
| 46,55 
4. Jan. 4.12 > — : > | 47,0 } > 
5. Dez. 1. 11| » oe > ° 49,2 | = 
= — Brust 1 Jahr 49,5 | blau 
) I y 2a, y . . 
6. Nov.24. 11 Sekt. Nr. 1037) Verbrennung rd 49.5 | . 
| | 
7. Jan. 3.12Sektion Nr. 6} pbroncho; | Subcutan | 1'/4 > 494 | > 
8. Jan. 3.12) » >» 7| Append. 2 5 Jahre 51,3 | blaugriin 
akut. perfor. . | 
% Okt. 19. 11 Sekt. Nr. 938 a Netz 5'/_ > 51,9 | blau 
r ~ H 
durch Unfall Subcutan 52,0 ‘ 
10. Okt.19.11 >» > 931 ha andi Mesenterium| 6 > 493 | > 
yccieore | Subeutan 5035 
j 16. 12 Broncho- Netz 49,35 — , 
van. 20. of Pneumonie Subcutan — > 
11. Nov.29.11 »  » 1041) Perakute cere- > 12 » 49,5 | > 
brospinale 
Meningitis | 
12. Nov.29. 11) Operation Mamma- Mammafett | 33 » 49,8 | , 
Caden (oS oe 5005 > 
Fett aus dem =A Ar 
: Pane 50,05 | q 
13. Nov.29. 11 Sekt. Nr. 1051 Cen oe Subcutan | 36 » 50,7 } 
14. Nov.19.11) »  » 937| Chronisches| amma | 36 »> 50,7 | > 
Herzleiden | 
Netz 51,1 | ? 
Subcutan 50,5 | > 











In der Tabelle sind die untersuchten Falle dem Alter nach geordnet. 


‘) Durch Zentrifugieren wurde der Rahm aus der Frauenmischmilch isolier! und 
mischung aa (Petrolather Siedep. 30—S0°) 3mal extrahiert. Die Ather-Petrolather-Fettlosune 
destilliert. Der Fettriickstand wurde nach mehrstiindigem Erwarmen am Wasserbad filtriert. 

*) Betr. Bedeutung der Ausdriicke <Jodzahl, Verseifungszahl> usw. verweise ich aul 

’) Bei Ermittlung der unldslichen fliichtigen Saure nach Polenske ist darauf 7 
werden, weil sonst die Zahlen zu hoch ausfallen. Die Nichtbeachtung dieser Tatsache 

‘) Die Cholesterinbestimmung im unverseifbaren Riickstand wurde nach Windaus, 
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| Mitt. Ver- Reichert-/Polenske-| Yp- | Chole- am | 
Jod- Saure- seifungs- Meis s|- Zahl sterin-| © lich | 
said zahi Zab] | unldsliche | Leah ae | Bemerkung 
Jod- | nach | (lésliche |{™°SICHe) oie | 8° | Weib-| Domerkungen 
zahl | _ zahl | Kotts-. fliichtige | fliichtige halt*)) lich | 
zahl*)| dorfer| Séure) Saure)%) | bares | jn %o ig | 
625) — | 20 | 2061 | 2,65 1,65 |0,3180| — | — (Die unlisi, flichtige 
| Saure ist halbfest. 
| Schmelzpunkt des 
_ - oy - | | 9 | Milchfettes 37°, 
| : | _ vor jee | 
38 — 1,3 | 202.7 | 40 | 0,7 (02204 — | & (Schmelzp.46,5°C. 
202,7 | 395 | 0,65 — | — | 
_ wi _ 203,8 | 4.2 0.75 aie ae | Analyse des Herrn 
, Dr. Arnold. 
46,4 | - — oe | os — -- — 2 
-|-|/—| - — —- |—|—-|]| 9 
a) 
ayy 08.0) — - = ™ —— a, 
57.7; — | 18 | 1993 | 0,65 0,8 ~j— | 
he's 667 | 0,7 | 1949 0,50 0,65 Te 1 
* | 
64.8 \a,0 | 2,b5 
644 64.6 1.50 — —_ — ae dais & 
D6.0 nm — an satin cin er 2 Fast farbloses Fett 
61.6 58,6 | 1,15 | 199,9 0,40 0,7 — -— >»  » . 
58.3 | 1,80 | 203,2 0.40 0,7 ones _— Gelb gefarbtes Fett. 
: ae ae _— ‘ Analyse des obige 
509 203,2 1,1 0,9 subcutanen Fettes. 
Prey 59,2 0,4 — = eee __ aid, 4 ca. $monat!. Stehen. 
rs m x > Die unldsl. flichtige 
aY 4 0,3 195,4 0,45 0,6 0,3966 = Saure ist fest. 
60,7 60,0 — 197,1 0,45 0,5 — — Analyse des Herrn 
- » Dr. Arnold. 
O98 0,5 oun ve nme = ici 
612; — — — — — — — °) 
6: on 
12 | 1954 | 0,5 0,55 — | — | 9 
6d, . 
ern (68 | he | — i oo 
69.5 » 
; 654 13 | 1943 0,4 0,55 a 























nach Zusatz von einigen Kubikzentimetern 10°/oigem Ammoniak mit Ather-Petrolather- 
wurde mit Wasser gewaschen, mit Chlorcalcium getrocknet und das Lisungsmittel ab- 
(Vgl. E. Gottlieb in Réttgers Nahrungsmittelchemie, 1907, S. 183.) 
die Lehrbiicher der Nahrungsmittelchemie. 
achten, das die Wandungen des Destillationskolbens durch die Gasflamme nicht iiberhitzt 
zwang mich, eine Reihe von Analysen zu wiederholen. 
Diese Zeitschrift, Bd. 65, 1910, durchgefiihrt. 
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Lau-| ‘Ob von Leiche | Alter der | Refrakto- |Farbe de: 
| Datum | h : 
fen-| oder auf 'Abstammung |Person oder|meterza 1 | Refrakto- } 
en-| | ne ae A ; ‘im Butter-|  meter- 
as | der | operativem | Diagnose | Leiche, von velit» | vanie 
2 | 7 ‘ x od S 
Wege | | des Fettes (der das Fett ter Dis : 
Nr. | Analyse | | meter | (Disper- Z 
r gewonnen | stammt {bei 40° C.'sionsrand) 
‘. | 
15. ‘Okt. 12.11 Leiche |. Hochgradige | Leber | 37 Jahre 50,2 | blaugriin 
‘Anamie. Chron.| ad 
| Darmdysenterie| 
| mit periprok- | | 
| talem Abszeb. | | 
| Potatorium., | 
16. /Febr.18.12, Sektion |  Uterus- | Mesenterium; 40 >» 50,6 > 
| Nr.166  Carcinom | Subcutan | 50,7 , 
17. |Dez.16.11 Sektion | a | Netz | 43» 50,5 blau 
1 - « yosalpinx 
exsudative Subcutan 50,5 > 
Peritonitis | (Abdomen) 
18. |Dez 13.11 Sektion | Gehirn- | Mamma 44 >» 50,5 > 
Nr. 1086 Gliom | Netz 50,6 ’ 
| | Subcutan | 50,5 , 
19. Okt.12.11, Operation | Mamma. | — 
; | Carcinom | Mamma 46 50,6 
20). Nov. 29. 11 Sekt. Nr. 1049) a ' Subcutan 47> 52,0 “ blaugriin 
91. Nov.13.11 Operat ion Mamma- (|FettausdemTu-| 47 > 50,9 | griinblau 
Carcinom |™* der Mamma | auBen gelb 
| Fett um den Tu- 50.6 schmutzig 
| | mor herum , blaugriin 
Fett um den Tu- ylaucrii 
mor herum mit 49,9 ee, o 
iAther extrahiert, . 
‘Jan. 14. 12. ‘Fett um den Tu-, ae 
mor herum oa 
| Atherextrakt 
22. Okt. 26.11) Operation Mamma- |Fettumden Tu-| 48 50,3 blau 6 
| | Carcinom mat Senn is 
Fett des Tumors 50,7 | » 6 
23. Now. 2. 11/Sekt. Nr. 972|Lebercirrhose — -~ + 514 | > 
| | Netzfett 51,5 | >» | 
| Mesenterium 51,0 , % 6 
24. Jan. 26.12; Operation | Hihnereigrobe — 50 > 51,5 | 7 
| Geschwulst i 
| (Lipom.) | : 
| | | 1 O 
| | | 
25. Nov. 3.11/Sekt. Nr. 980) Rektum- Mamma 5b > B14  » 6 
| | Carcinom | Mesenterium 51,: > , 6 
| Netz 51,2 , 6 
on |R r 49I/c Fe : 2 ; tark gelb- 
26. epien: iH Nr. 157 yop oy Mesenterium| 55 » 51,3 | ° eg : 
27. Nov. 7. 11)Sekt. Nr. 982 hg ea Subcutan 57 > 51,0 blau 6. 
| | nom ritonitis : > + 
| ! nach Gastro- Mesenterium 51,1 6: 
enterostomie) Netz 50,7 > 6; 
Jan. 12. 12) > — . 

















') Siehe Fufnote 3, S. 356. 
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des “Mitt. | Ver- |Reichert- 'Polenske- Un- ‘Chole- i 
kto- 'Saure-seifungs-- Meissl- | | Man 
Jod- | 7” aure | Zahl 7 
ap re | | gahl = = Zahl ' (unldsliche | ver- |sterin-| lich | B k 
les * ' nach | (lésliche | = Weib- | “Smerzungen 
zahl | fate | zahl | Kétts- fliichtige | fliichtige | wall Laas lich | 
/zahl | |dorfer  Siure) | Siaure) | bares | In °%o Q | 
61.7; — | 60 | 1965 | Of | 09 | — | — | ¢& | 
| | | | | | 
a ee | | 00,8688 0,6924 | 
iit Gaol: as See ee Ke 0.8312 — | 
| 
64,7 | 08 | 1954 | 0,65 CO fae! = | @] 
61,5 63,3) — | — | a 0 aes Pe | 
63,7 - |} — | — _ ser: on | 
| | 
62,8 1105; — | — . |  Q 
64,1, 63,3; 1,10 | 1954 | 0,7 0,6 0,484 | 
62,2 | 0,85! — | —- | — — | | 
4 — | 06 | 1954] 06 | 07 ‘0.4232 == 2 
iin é7| — | 1,0 | ae — | — | i | Q | 
cb @ 635, — | 0,60 | 193,8 035 | O6 | — | — | g | 
'@ ] 61.9 62,2) 0,35 | 193.8 | 0,40 | 06 | — | — | | 
| | | | | 
mn Ti6i4; | 050] 1949 | 040 | O66 | — | — | | 
| | | | | | 
“ | — | 193,8 | 0,50 0,55 - — | Analyse nach 
} — | 193,8 | 0,55 0,60 — - | 2 Monaten. 
' | j _ | 
60.7 pag | O38 | 196,5 0,4 0,6 _ ) 
61.1. : | — | ae | coil coeaaaa eos _ 
—~jei-—-| — | += fell g 
— | — | 08 | 1943 | 06 | o6 | — | — | 
674) — | 41 —- — /|0,3634, — | 
70,2. | | | | S| 
70.1 70,0) 04 | 1965 | 0,6 | 0,6 a 
69.7) 1965 | 055 | 06 | — | — | | 
67,1 | 105 | 1934 | 045 0,5 | 0,4568/0,1910 Q | 
}| 67,1/ 67,2) 420; — | — | = Josssa} — | | 
67, 6 | | 0.60 — | _— aia _— | im. 
- | 
| am Fe — | 0,8388) | 2 | 
644 } — _ | - ol —|{|—|*¢ | 
63,7/ 644/38 | — | — in a | 
05,1 5,1 192.1 | 0,65 sw - a | 
~ — 192,1 | 055 | 06 —_ } —— | | 2. Analyse nach 
| ca. 2 Monaten.') 




















360 


Leonhard Wacker, 


Fort: 


Alter der | Refrakto- Parbe des 




































































Lau-| iiadaaies Ob von Leiche! | | 
fen- | | oder auf Abstammung |Person oder|meterzahl | Refrakto- 
; der | operativem : Diagnose Leiche, von vefrakto. | a 
de —_ |  Wege | des Fettes jder das Fett! meter | jan 
Nr, | “anaryse | gewonnen | stammt [bei 40° C . sionsrand) 
| ; | soe | 
28. |Dez.11.11, Sektion |Erysipel, Dilata-| Subcutan 57 Jahre 51,7 | blau 
| Nr. 1052 — und paren-| | 
— chym. Degenera- Mesenterium 51,0 D 
tion d. Myocards | ; 
| | _ Lungen- Netz 51,1 | 
| emphysem 
'Ule. Entziindung| 
ides Dickdarmes'| | 
29. Jan. 3.12) Operation | Bruchsack- Netz 58 > 52,0 , ‘ 
| | | operation 6 
a * | . : (6 
30. Okt.19, 11)  Sektion | Rektum- Nieren 59 > 50,6 | blaugriin |) 6 
Nr. 936 | Carcinom N ? f 
| (Peritonitis Netz 50,7 [aufiengelb (6 
d. Perforation)| Subcutan 51,0 | blaugriin Jy 6 
| : : | | 
31. Okt. 15.11) Sektion | Herzhyper- |Mesenterium! 59 = » 50,4 | blau b 
Nr. ac (|, See a | 
ial | Arteriosclerose Subcutan 50.9 > b 
| der Aorta 5 | ’ 
| | Darminfarkt Netz 50,9 fi 
32. Okt. 15. 11 Leiche | _Rekto- Mesenterium| 60 » 51,7 | blaugriin t 
| Carcinom Subcutan 52,1 » : 
| Netz 51,9 , 
33. Nov.17.11| Sektion \Ule. Oesopha- ee 61 >» 50,4 b 
{ wy | | ’ 4 rus ’ 
Nr. 1017 |gus-Carcinom) — gubeutan 50,6 , f 
(Abdomen) PF 
| Netz 50,4 | | 
34. Nov. 8.11) Sektion Magen- Mamma 62 » 51,1 stark gelb | : 
Nr. 986 Carcinom | Mesenterium 51,4  igriinerRand J” 
mit aus- Subcutan 515 6 
gedehnterLeber-| (Abdomen) ’ re 
metastase Netz 51,5 5 , 
Ri P . , 3¢ di sitas i- , 
35, |Febr.11.12/Sekt. Nr. 139 sat age Subcutan | 62 > 50,8 blau . 
36. |Okt. 27.11) » » 955] Diabetes- Subcutan | 63 » 50,3 , ; 
| Gangran Netz 50,9 6 
P p iF 
| | Mesenterium 51,2 ,; » 
37. |Febr.23.12) Sektion /Braune Degene- | ; 
‘ ration des Myo- 5 > 51.2 blaugrin 
| Nr.163 [Sits “Tacee-| umewtan | 
bose des Herz- 
ohres, Adipositas 
universalis, usw. {7 
38. |Dez. 7. 11) Sektion a Mamma 76» 51,8 blau \7 
a la 1 ) 
Nr. 1063 Parenchymat. Subcutan 51,8 6 
Degeneration (Abdomen) 6 
39. |Dez. 7.11) Sektion Arterio- Mamma 79 > 50,7 | blaugrun ° 
| Nr. 1064 sclerose Netz 51,2 7 é 
Subcutan 51, 0 ? 
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_ Jsetzung. 


































































| Ver- |Reichert-Polenske- Un- |Chole-! «..! 
} | Ind. | Siure-|seifungs-| Meissl- | Zahl — |Mann- 
to- Jod | aur p a aie t -| lich | 
r- ow zahl Zahl (unlésliche oie Bemerkungen 
- | Jod- nach (lésliche as : seil- h It | Weib- ba) 
: (“0c | zabl |Kétts-| fliichtige | fliichtige | *°"” |8°)®") jich 
| zahl | dorfer| Saure) Sure) | bares in °o | 9 
0,70 | 194,3 0,65 | 0,65 tins _ 3 | Stercorales Ge- 
ms - | 4 schwiir der Flexura 
67,4| 0,75 - ~~ _ 0,5674,  — | sigm. mit adenomat. 
0,75 _ — — = — | | Hypertrophie 
| | iden Ceeaierteetienter, 
| | ! | 
2) c¢ = - | 9, loge — | & | 
69.4 | 69:8} 9:50 | 1960 | 0,4 9,5 | 9'2730) 0,0769 | 
{ 62,4 | is ” : 
ain Wy 628, 0.8 | 1965 0,7 | 0,6 _ _ | 3 | 
lp | 62,2 63,1) 0,8 194,3 0,5 | 0,7 ~- — | 
7 { 64,6 | a, oe a _ 
in |) 644 0,8 | ae MG 
| 64.3 0,9 | —- == — ais mee & 
63 5 64 iy f 1,4 = fo a | 
we 4. \ 1,4 | _— — | 
65,8 0,85 | — | ~- 0,3154) 0,1441) 
an @ 617 —- | = -- -— 0,6634) — | & | 
70,1, 68,9} — | 193,2 0,3 0,6 oa | 
68.9 0,65 | 195,4 0,4 — _ ae | 
63,3 06; — — — ae — |g | 
; ‘ » | 6195.4 0,45 — — | | 
bao 64,0 | 0,6 ! 1194,8 0,50 0.6 0,4028 a | | 
63,4 | 0,5 ae a ae _ | 
elb 64,0) | 1,2 ! uN y | 2 pan | ? | 
and 66,1 66 0 | 1,2 192,1 0 4iy | _— 0,6030 — | | 
668; "| — | 1921 0,55 | 0,60 — — | 
66,3 o t= nies sa oo nd 
J 4 
- = | — — — — 0.3448) — | & 
62,2 | 1,2 194,9 0,3 0,6 -- — | 6 
63.5!) 62.91 g192,1 0,3 — — — 
| 629) 11 | \ 1996 o4 | O6 ae 
oe. oe " — {oss} — | & 
| 
| 
{718 | : ’ | | 
\ 71.8 69.4 1,2 194,3 0,6 | 0,8 — ——- 2 
67,1 ee ms a a —_ 
| H 
in b4 J 0,55 | 195,4 0,5 | 0,65 —- |; | 2 
bb, ‘ 65,5 0,65 — — } anu en — | 
| | 
| | j — 
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Beatson wurde zur Untersuchung des Fettes Carcinoma- 
téser veranlabt, durch die stark pigmentierte -— rdétlich-gelbe 
—— Farbe, welche er oft bei Sektionen zu beobachten Ge- 
legenheit hatte, auch war er durch die Olige fliissige Beschaffen- 
heit des Fettes der Mamma, wie er sie bei Tumorexstirpationen 
konstatierte, tiberrascht. Dieser Umstand und theoretische Er- 
wigungen bewogen ihn, gemeinschaftlich mit Duncan, das Fett 
Krebskranker einer genauen chemischen Untersuchung beziig- 
lich seines Jodadditionsvermégens zu unterziehen. Auf Grund 
Duncans Analysen kam Beatson zu dem Resultate, daf das 
Fett Carcinomatoéser eine hdhere Jodzahl besitzt als jenes 
Nichtcarcinomatéser und dafh mit der Pubertét das menschliche 
Fett eine Anderung beziiglich seines Olsaiuregehaltes erfahre. 
Zur Unterstiitzung fiihrt er die folgenden Analysenresultate an, 


denen ich die meinigen gegeniiberstelle: 

















 Carcinomatés Duncansche | Meine 
Alter | oder | mittlere Alter | mittleren 
‘Nichtcarcinomatés,; Jodzahlen |Jodzahlen 
| : | 
26—38 ‘Nichtearcinomatis| 62,1 36—37 — 68,2 
39—68 | Carcinomatis | 72,62 33—62 | 63,6 
52—65 ‘(Nichtcarcinomatés | 63,98 49—65 | 66,4 
! 49—79 66.5 
| 76—79 | 67,4 
Kander unter Nichtcarcinomatos| nahezu 44 Kinder unter | 
are | | 11 Jahren exkl.| 60,5 
a | sis Neugeborenen | 
Pubertat | , Kinder unter | 
| | 11Jahreninkl.2er) 56.2 
9—11 | — | 44.47 Neugeborenen | 
| 2 Kinder von 5} 65.6 
16—19 | —_ | 60,88 und 5'/: Jahren | ; 
| | 2 Neugeborene 45.1 


Hieraus ist ersichtlich, daB das Carcinomfett nach meinen 
Analysen keine Eigentiimlichkeit gegentiber dem normalen Fett 
aufweist; auch kann ich keine Beziehungen finden zwischen 
der Zusammensetzung des Fettes vor und nach der Pubertat. 
Es lieS sich an Kindern im Alter von 5 und 5!/2 Jahren be- 
weisen, dai das Fett im jugendlichen Alter schon demjenigen 
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Erwachsener gleichen kann.!) Ein Wechsel in der Fettbe- 
schaffenheit beginnt dagegen schon mit dem extrauterinen Leben, 
wie weiter oben eingehend erortert wurde. 

Stark gelb gefiirbtes Fett habe auch ich, wenn auch nicht 
regelmaBbig, beobachtet, es diirfte fiir Carcinom nichts Spezifisches 
sein, sondern ist wahrscheinlich atrophisches Fett, wie es bet 
den meisten mit Kachexien einhergehenden Erkrankungen und 
auch bei senilem Marasmus vorzukommen pflegt. Die beobach- 
tete diinnfliissige Beschaffenheit des Fettes der Mamma scheint 
mit Riicksicht auf die meist groBe dort aufgestapelte Menge 
und den niedrigen Schmelzpunkt des Kérperfettes (17,5—25° C.) 
gegentiber der Kirpertemperatur von 37,5° C. durchaus nicht 
verdichtig. 

Aus meiner Tabelle geht ferner hervor, dab das Fett in fast 
allen Fallen, also auch bei Carcinomen als Neutralfett vor- 
handen ist. Diese Feststellung (Saurezahl) hat Duncan unter- 
lassen, und beim Lesen der Ausfiihrungen Beatsons gewinnt 
man den Eindruck, als ob er die Duncanschen Resultate dahin 
deutet, daB freie Olsdure (ungesittigte Siiure) im Carcinom- 
fett enthalten sei. Der Hinweis auf die Moglichkeit einer An- 
regung der Proliferation durch diese Olsiure im Sinne der 
kiinstlichen Parthenogenese Loebs ist aus genanntem Grunde 
ungerechtfertigt, besonders schon deshalb, weil nicht erwiesen 
war, ob die supponierte abnorme Fettzusammensetzung oder 
aber die Geschwulst primir war. 

Die von Beatson aufgeworfene Frage, ob dem Carcinom 
eine physiologische Funktion?) zukommt, diirfte wohl kaum 
diskutabel sein. 

Auf die tibrigen meist theoretischen Erérterungen will ich 
nicht weiter eingehen, weil sie durch meine widersprechenden 
analytischen Befunde gegenstandslos geworden sind. 

Fassen wir nun die Resultate dieser Untersuchung 
nochmals zusammen, so ergibt sich, dah eine abnorme 





') Vgl. auch dazu Knépfelmacher, Jahrb. d. Kinderheilkunde, 


Bd. 45, S. 177, 1897. 
*) British medical. Journ. of April 29th, 1905 (Remarks on the 


Etiology of Carcinoma. Has it a physiological Function in the Body ?) 
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Zusammensetzung des Fettes bei Krebs, wie etwa 
ein in allen Fallen nachzuweisender auBergewohnlich 
hoher Gehalt an Olein oder Olsiure, nicht vorliegt. 
Auch eine Anderung des Fettes wihrend des Pubertatsstadiums, 
wie sie Beatson beobachtet hat, kann ich nicht bestatigen. 
Kine erhebliche Umwandlung des Fettes vom Foetus, bezw. 
Neugeborenen vollzieht sich dagegen schon in den ersten Monaten 
des extrauterinen Lebens. Als Nebenbefund sei erwaéhnt, dab 
das Frauenmilchfett sich in der Zusammensetzung sehr dem 
Kette der Neugeborenen nahert. Was die in dem Fette Carci- 
nomatiser gelésten Stoffe (Unverseif bares — Cholesterin) anbe- 
langt, so ist die Untersuchung hieriiber noch nicht geschlossen. 
Zum Schlusse danke ich Herrn Dr. Arnold fiir die wert- 
vollen Ratschlige aus seinem Spezialgebiete der Fettanalyse, 
sowie Herrn Hofrat Dr. Krecke und Herrn Hofrat Dr. J. Meier 
fiir die freundliche Uberlassung von Untersuchungsmaterial. 


Miinchen, im Marz 1912. 


























Triindylmethanfarbstoffe. 
III. Mitteilung. 


Von 
Alexander Ellinger und Claude Flamand. 





(Aus dem Universitatslaboratorium fiir medizinische Chemie und experimentelle 
Pharmakologie zu Kénigsberg i. Pr.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Miirz 1912.) 


Die Farbstoffe, welche beim Erhitzen von Indolaldehyd 
und von a-Methylindolaldehyd mit Séuren entstehen, haben wir 
uns in den beiden vorangegangenen Mitteilungen!) bemiht, als 
Triindylmethanabkémmlinge zu charakterisieren. Eine ausfiihr- 
liche Mitteilung von W. Kénig?) tiber den gleichen Gegenstand 
notigt uns, auf die Konstitution dieser Farbstoffe noch einmal 
einzugehen. 

Schon in unserer zweiten Mitteilung hatten wir Gelegen- 
heit, eine Annahme von K6nig zuriickzuweisen, nach der der 
Farbstoff aus Methylindolaldehyd die folgende Konstitution haben 
sollte : 


/\___/ HOH 


| | 
| ¥ o ae J _ a i 


\ 


K6énig hat inzwischen diese Ansicht iiber die Struktur 
des Farbstoffs, die er, wie wir aus seiner ausfiihrlichen Mit- 
teilung ersehen, unter Vorbehalt ausgesprochen hatte, aufgegeben, 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 276, 1909 u. Bd. 71, S. 7, 1911. 

*) W. Konig, Beitrage zur Kenntnis der Reaktionsfaihigkeit des 
in 6-Stellung nicht substituierten Pyrrolrings. Journ. f. prakt. Chem., N. F., 
Bd. 84, S. 194, 1911. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVIII. 25 
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weil er sich davon tiberzeugt hat, dafi die von ihm analysierten 
Salze Krystallmethylalkohol enthielten, dessen Atome in das 
Molekiil des Farbstoffs mit eingerechnet waren. 

Kénigs jetzige Auffassung geht dahin, daf 2 Molekiile 
des Aldehyds beim Erhitzen mit Salzséiure unter Abspaltung 
von 1 Molekiil Ameisenséure zu dem Chlorhydrat des Indyl- 


indolidenmethans zusammentreten: 


ONO CH ==0—” > 
I | | 
) le-cH. CH..cl ok 
ffi Wa LN S 
NH N 
Fe 
H €] 


Auf die Abspaltung von Ameisenséure beim Erhitzen des 
Aldehyds mit Schwefelséure hatten wir in unserer ersten Mit- 
teilung, wie Kénig hervorhebt, hingewiesen und gleichzeitig 
dabei einen Oxydationsvorgang angenommen, fiir den uns die 
partielle Reduktion der Schwefelsdéure zu schwefliger Saure zu 
sprechen schien. Hauptsichlich auf Grund von Analogieschliissen 
aus dem in der Literatur damals vorliegenden Material tiber 
Farbstoffe aus Aldehyden und Indolen (Rosindole v. E. Fischer, 
Karbstoffe von Freund und Lebach) betrachteten wir die 
Annahme als nachstliegende, dai unser Farbstoff sich von dem 
noch unbekannten Triindylmethan 

/ Cotten 
HC—C,H,N 
NC,H,N 
ableite, wonach das salzsaure Farbsalz unter Annahme einer 
chinoiden Bindung etwa so zu formulieren ware: 
C,H,N 


— rT | 
= 


nim 
Sf Se QA 
NH N 


AN 
H Cl 


Die Differenz zwischen Kénigs und unserer Formulierung 
besteht also darin, daB das Wasserstoffatom am Methankohlen- 
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stoff in Kénigs Formel durch einen Methylindylrest in der 
unserigen ersetzt ist, und daB die Farbstoffbildung nach Konig 
sich ohne Oxydation nach der Gleichung vollzieht: 
2C,,H,NO -++ HCl = C,,H,,N,, HCl + CH,O,, 
Methylindolaldehyd Farbstoff Ameisensiure 
wahrend nach unserer Ansicht die Gleichung gilt: 
3C,,HNO -+ HCl + O = C,,H,,N,, HCl -{- 2 CH,O,. 

Gegen die Richtigkeit unserer Formel hat Kénig eine 
Reihe beachtenswerter Momente vorgebracht, denen wir in- 
dessen im folgenden durchgehends glauben ihre Beweiskraft 
nehmen zu kOnnen. 

K6énigs Analysen weisen eindeutig auf die Formel C,,H,,N, 
fiir die Farbbase hin. In der Tat stimmen die Halogenbestim- 
mungen in dem Chlorhydrat, Bromhydrat, Jodhydrat und Per- 
chlorat auf C,,H,,N, -+ 1 Mol Saure, das Sulfat kann als 
saures Sulfat der gleichen Base aufgefaBt werden und die 
HgCl,- und HgBr,-Doppelsalze der halogenwasserstoffsauren 
Salze geben auf die Formeln C,,H,,N,Cl, HgCl,, CH,OH bezw. 
Ci9H,,N,Br, HgBr,, CH,OH stimmende Zahlen. 

Wir haben aber bereits in den beiden friiheren Mittei- 
lungen darauf hingewiesen, daBi augenscheinlich bei der Farb- 
stoffbildung mehrere Salze nebeneinander entstehen k6énnen. 
Unsere Bestimmungen in dem Sulfat ergeben bei einer Dar- 
stellung den gleichen H,SO,-Wert, wie das Sulfat von Konig, 
das ebenso gut nach der Formel C,,H,,.N,, H,SO, wie nach der 
von uns bevorzugten (C,,H,,N,)., 3 H,SO, zusammengesetzt sein 
kann. Bei einer anderen Darstellung dagegen berechnete sich 
aus der Schwefelsdurebestimmung die Forme! (C,,H,,N,)., H,SO,. 
Fiir die von Kénig analysierten Salze einbasischer Siéuren 
stimmen ebensogut die Formeln (C,,H,,N,),, 3 HCl usw. und 
fiir die Quecksilberdoppelsalze die Formeln 

(C,,H,,N,),, 3 HCl, 3 HgCl,, 3 CH,OH. 

Wir haben iiberdies in der ersten Mitteilung schon an- 
gefiihrt, dafi das aus Indolaldehyd durch Kochen mit Salz- 
saure entstehende, schén krystallisierte Salz, fiir das wir leider 
kein Lésungsmittel zum Umkrystallisieren fanden, auf die 


Formel C,,H,,N,, HCl annahernd stimmende Zahlen lieferte. 
25* 
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Es sei gern zugegeben, daB die von K6énig analysierten 
Salze ungezwungen zu seinen Formeln fiihren, aber zur Ent- 
scheidung der Konstitutionsfrage reichen die Salzanalysen ebenso 
wenig aus, wie die Analysen der Farbbasen, die, wie Kénig 
treffend bemerkt, beide Formeln zulassen. 


1. Molekulargewichtsbestimmungen. 


Die gegebene Methode zur Entscheidung der Zusammen- 
setzung ist vielmehr die Molekulargewichtsbestimmung durch 
Gefrierpunktserniedrigung oder Siedepunktserhéhung. Wir hatten 
diesen Weg auch bereits friiher eingeschlagen und bei der kryo- 
skopischen Bestimmung der Farbbase in Eisessigldsung Werte 
erhalten, die auf einen Triindylmethanfarbstoff hinwiesen. Konig 
sieht indessen die Bestimmung als «nicht stichhaltig» an, weil 
bei der Lésung Acetatbildung stattfinden miisse. Wiewohl selbst 
unter dieser Voraussetzung unsere Werte mehr fir unsere als 
fiir KOnigs Formel sprechen wiirden, haben wir doch erneut 
Molekulargewichtsbestimmungen ausgefiihrt, und zwar kryo- 
skopische in Naphthalinlésung und ebullioskopische in Nitro- 
benzollésung. Ubereinstimmend fanden wir in beiden Versuchs- 
reihen unsere Formel bestitigt, wie die folgenden Protokolle 
zeigen. 


I. Farbbase in Naphthalin. 


a) 0,156 g Substanz (im Vakuum bei 100° getrocknet) 
in 10,0 g Naphthalin erniedrigen den Gefrierpunkt um 0,275°. 

b) 0,321 g Substanz in 10,0 g Naphthalin erniedrigen um 
0,538 g. . 

Molekulardepression fiir Naphthalin = 69,0. 


Molekulargewicht : 
Gefunden: Ber. fiir C,,H,,N;: Ber. fiir C,,H,,N,: 
a) 388 — — 
b) 420 401 272 


Mittel 409 —- — 
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Il. Farbbase in Nitrobenzol. 


a) 0,337 g Substanz (im Trockenschrank bei 110° ge- 
trocknet) in 27,59 g Nitrobenzol gelést, erhéhten den Siede- 
punkt im Beckmannschen Apparat um 0,150°. 

b) 0,261 g Substanz, im Vakuum bei 100° getrocknet, in 
25,35 g Nitrobenzol gelést, erhdhten den Siedepunkt um 0,120°. 

Molekulare Siedepunktserhoéhung fiir Nitrobenzol = 50,1. 


Molekulargewicht : 
Gefunden: Berechnet fiir C,.H,,N,: 
a) 408 — 
b) 430 401 
Mittel 419 — 


Mit der Feststellung der Molekulargréfe scheint uns die 
Kénigsche Formulierung der Farbstoffe widerlegt zu_ sein. 
Trotzdem haben wir noch weiteres Beweismaterial fiir unsere 


Formulierung beigebracht. 


2. Kondensation von Indolaldehyd mit Chlormethylindol. 


Wir haben in der II. Mitteilung gezeigt, da Methylindol- 
aldehyd sich mit Methylindol in alkoholischer Lésung unter 
Zusatz von einem Tropfen Schwefelséure zu der Leukoverbin- 
dung, die wir als Trimethyltriindylmethan auffassen, kondensiert, 
und da aus dieser durch Kochen mit Eisessig und Eingiefen 
der essigsauren LOsung in Ammoniak die Farbbase leicht zu 
gewinnen ist — ein Vorgang, der mit Kénigs Auffassung sich 
iibrigens schwer vereinbaren lat, da nach dieser aus dem 
Aldehyd und dem Indol unter Wasseraustritt direkt die Farb- 
base entstehen miifte. 

In analoger Weise kondensierten wir £-Indolaldehyd mit 
B,-Chlor-Pr,-methylindol 


CH 


ao 
Cl CHC. CH, 


NH 
Hier konnte die Analyse des Kondensationsprodukts Aufschlu8 
geben, ob 1 Molekiil Aldehyd sich mit 1 oder 2 Molekiilen des 


Chlormethylindols vereinigt. 
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Darstellung des Indyl-dichlormethylindyl-methans. 


1 Mol. Indolaldehyd (1,45 g) und 2 Mol. B,-Chlor-Pr,- 
methylindol!) (3,3 g) werden in méglichst wenig absolutem 
Alkohol gelist. Nach Zusatz von einem Tropfen konzentrierter 
Schwefelsiure scheiden sich alsbald reichlich fast farblose 
Krystalle aus, wahrend die Fliissigkeit tief braunrot wird. Nach 
mehrstiindigem Stehen werden die Krystalle abgesaugt, einmal 
aus Benzol, worin sie ziemlich schwer léslich sind, dann aus 
Alkohol, in welchem sie sich erheblich leichter lésen, umkry- 
stallisiert. Die farblosen Plattchen farben sich an der Luft und 
am Licht an der Oberfliche leicht gelbrosa. Der Schmelzpunkt 
liegt bei 263°. 

Die Ausbeute an dem einmal aus Benzol umkrystallisierten 
Kondensationsprodukt betrug 3,49 g. Wiirde sich ein Molekil 
Aldehyd mit einem Molekiil Chlormethylindol verbinden, so 
wiirde die theoretische Ausbeute 2,925 g betragen. Die Mengen- 
verhiltnisse des Reaktionsprodukts sprechen also schon gegen 
einen derartigen Reaktionsverlauf. Die wirklich entstandene 
Menge ist natiirlich betrachtlich gréBer, da die in der gefarbten 
Lésung des Reaktionsprodukts und die in den letzten Benzol- 
mutterlaugen noch vorhandenen Mengen nicht beriicksichtigt sind. 

Die Analysen der im Vakuum bei 100° getrockneten Sub- 
stanz ergaben folgende Zahlen: 

0,158 g Substanz: 0,410 g CO,, 0,073 g H,O. 

0,1655 g Substanz verbrauchten, nach Kjeldahl verbrannt, 
10,8 cem "/10-H,SOQ,. | 

0,168 g Substanz, nach Carius behandelt, lieferten 
0,1050 g AgCl. 


Gefunden: Berechnet fiir Berechnet fiir 
| Cy,H,,N,Cl,: Cis3H,,N,Cl: 
C 70,77 70,74 73,85 
H 65,13 4,59 4 Ad 
N 9,13 9,17 9.57 
Cl 15,47 15,50 12.14 


') Wir verdanken das Praparat der Liebenswiirdigkeit der Farben- 
fabriken vorm. Bayer u. Co. in Elberfeld und sprechen dafiir auch an 
dieser Stelle unsern herzlichsten Dank aus. — Uber die Darstellung des 
Praparats vgl. Chem. Zentralbl., 1902, Bd. 1, S. 154. 
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Lést man die analysierte Leukoverbindung in Alkohol und 
fiigt 20°/oige Schwefelsdure oder Salzsaure zu, so bildet sich beim 
Erwérmen ein gelbroter Farbstoff, der sich beim Erkalten aus- 
scheidet. Das in Alkohol geléste Farbsalz liefert beim Eingieben 
in Ammoniak eine gelbe Farbbase, ganz so wie die friiher 
beschriebenen Farbstoffe. Es kann nach diesem Verhalten kein 
Zweifel daran sein, dai die Vorgiinge bei der Kondensation 
und der Farbstoffbildung ganz die analogen sind wie bei der 
Kondensation von Methylindolaldehvyd mit Methylindol. 


3. Bestimmung der bei der Farbstoffbildung aus Aldehyd entstehenden 
Ameisensauremenge. 


Wir haben endlich noch einen weiteren Beweis fiir die 
Richtigkeit unserer Formel, nach der bei der Farbstoffbildung 
aus 3 Mol. Indolaldehyd 2 Mol. Ameisensaure entstehen, dadurch 
erbracht, dafi wir die Menge der gebildeten Ameisensiure er- 
mittelten. Um die Bildung andrer fliichtiger Saéuren zu _ ver- 
meiden, destillierten wir den Indolaldehyd mit Phosphorsaure. 

0,435 g (3 Molekulargewichte in Milligramm) Indolaldehyd 
wurden mit 200 ccm Wasser und 30 g sirupdéser Phosphorséure 
am absteigenden Kiihler destilliert und das Destillat in /10- 
Kalilauge aufgefangen. Die Destillation wurde unter Erneuerung 
des Wassers so lange fortgesetzt, bis nur noch Spuren Saure 
libergingen. Nach unserer Formel miiften 20 ccm "/10-Séure 
iibergehen, nach der Kénigschen 15 ccm. Die Titration ergab 
18,20 cem. 

Daf die itbergegangene Saure nur Ameisensiéure war, 
ergab sich aus gewichtsanalytischen Bestimmungen der Ameisen- 
sdure im Destillat nach der Methode von Franzen und Egger:') 

500 cem eines Destillats, das zur Neutralisation 9,2 ccm 
"10-Kalilauge brauchte, lieferte nach Franzen und Egger 
durch Reduktion von Sublimat 0,4375 g Kalomel, entsprechend 
0,04275 g Ameisensdure, statt der nach der Titration berech- 
neten 0,04232 g. 


') Journal f. prakt. Chemie, Bd. 83, S. 323. 
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Die Destillate waren stets indolhaltig, deshalb wurden sie 
in neutraler Lésung so lange mit Ather ausgeschiittelt, bis kein 
Indol mehr in den Ather iiberging, und in der indolfreien Lésung 
die Ameisensiurebestimmung ausgefiihrt. 

Die Versuche wurden mehrfach angestellt, und stets wurden 
erheblich gréBere Mengen Ameisensdure im Destillat gefunden, 
als die K6nigsche Formulierung gestattet. 

Wir betrachten diese quantitativen Bestimmungen der 
Ameisenséure zwar nicht fiir entscheidend; denn es laBt sich 
gegen ihre Beweiskraft der Einwand erheben, daf bei fort- 
gesetzter Destillation des schon gebildeten Farbstoffs mit Saure 
sich aus diesem nachtraglich etwas Ameisenséure abspalten 
kénnte. Aber im Zusammenhang mit den anderen angefiihrten, 
voligiiltigen Beweisen fiir die Richtigkeit unserer Anschauung 
bilden sie eine weitere Stiitze fiir diese, und die Methode er- 
scheint vielleicht zur Orientierung tiber den chemischen Vorgang 
in ahnlichen Fallen geeignet. 

Auf die im Vorausgegangenen nicht erwahnten Punkte 
der Kénigschen Beweisfiihrung glauben wir an dieser Stelle 
nicht eingehen zu sollen, weil darin keine Tatsache enthalten 
ist, die sich nicht auch mit der Auffassung der Farbstoffe als 


Triindylmethanderivate vereinigen liebe. 











Zur Methodik der Phenolbestimmung im Harn. 


Von 
Marie Hensel, 


(Aus dem Universitatslaboratorium fiir medizinische Chemie und experimentelle 
Pharmakologie zu Kénigsberg i. Pr.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1912.) 





In der Methodik der Phenolbestimmung im Harn herrscht 
zurzeit eine bedauerliche Unsicherheit. Das gilt besonders von 
der Bestimmung der Phenole in Harnen, die reich an Zucker 
oder gepaarten Glykuronséuren sind. Neuberg') hat zwar be- 
reits im Jahre 1899 ein Verfahren angegeben, nach dem es gelingen 
sollte, die Phenole von den bei der Destillation mit Schwefel- 
sdure aus Kohlenhydraten entstehenden fliichtigen aldehyd- und 
ketonartigen Produkten zu trennen. Aber wie Neuberg selbst 
in seinem jiingst erschienenen Handbuch S. 478 schreibt, hat 
es sich gezeigt, dafi «bei Anwesenheit von sehr viel Zucker 
und Glykuronsaure die Entfernung der die Phenole begleitenden 
jodbindenden Stoffe Schwierigkeiten bereitet», und daf «fiir 
diese Fille geeignete Methoden fehlen». Im hiesigen pharma- 
kologischen Institut sind schon vor einigen Jahren Beobachtungen 
bei Phenolbestimmungen gemacht worden, wonach das Neu- 
bergsche Trennungsverfahren versagte. 

Inzwischen verdéffentlichte Mooser?) im Jahre 1909 eine 
gegentiber dem Kossler-Pennyschen Verfahren in mehreren 
Punkten modifizierte Methode, die nach den angefiihrten Kon- 
trollbestimmungen in dem an Glykuronsdéure reichen Rinderharn 





\) GC. Neuberg, Uber die quantitative Bestimmung d. Phenols im 
Harn. Diese Zeitschrift, Bd. 27, S. 123, 1899. 

*) W. Mooser, Beitrage zur Kenntnis der aromatischen Kérper des 
Harns. Dissertation, Basel 1908. Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 155, 1908: 
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gute Werte gab. Das Vertrauen zu dieser Methode muBte aber 
durch die von Neuberg und Hildesheimer!) dagegen er- 
hobenen, auf Versuche gestiitzten Kinwande erschiittert werden. 

Aus dieser Sachlage ergab sich die Notwendigkeit, um 
ein zuverlissiges Verfahren empfehlen zu ké6nnen, sowohl die 
Moosersche Methode wie die dagegen ins Feld gefiihrten Ver- 
suche nachzupriifen. Auf Veranlassung und unter Leitung von 
Herrn Professor Ellinger habe ich eine solche Nachprifung 
ausgefiihrt und gleichzeitig eine andere Methode der Phenol- 
bestimmung ausgearbeitet. Sie stiitzt sich auf die bekannte 
Eigenschaft der Phenole, daB sie aus saurer Lésung in Ather 
iibergehen und der dtherischen Lésung nicht durch Natrium- 
bicarbonat, wohl aber durch Natronlauge entzogen werden. 

Das Verfahren, das bei der Darstellung der Phenole von 
jeher gute Dienste geleistet hat, ist, wie die folgenden Versuche 
zeigen, fiir quantitative Bestimmungen wohl verwertbar. Wenn 
es auch hinsichtlich der Bequemlichkeit und Schnelligkeit der 
Ausfiihrung vielleicht keine grofen Vorziige gegeniiber dem 
Mooserschen Verfahren bietet, so gewaéhrt es doch die Még- 
lichkeit, dieses zu kontrollieren, und der Vergleich hat gezeigt, 
das die Bestimmung nach Mooser zuverlissig ist und die da- 
gegen erhobenen Einwiinde nicht gerechtfertigt sind. 


I. Beschreibung der Ausschiittelungsmethode. 


500 cem Harn werden schwach alkalisch gemacht und auf 
dem Wasserbade auf ungefihr 100 cem abgedampft, in den De- 
stillationskolben gespiilt (mit Spiilwasser ungefahr 150—200 ccm) 
und 25 ccm sirupése Phosphorsaéure dazu gebracht (spez. Gew. 
1,7 entspr. 84,7°/o H,PO,). Am absteigenden Kihler wird ab- 
destilliert bis auf 100 ccm, jeweils 50 ccm H,O nachgefiillt und 
so oft destilliert, bis die Millonsche Probe negativ ausfallt. Die 
Zahl der notwendigen Destillationen ist sehr verschieden (6 —20). 
Soweit also wird genau nach Moosers Vorschrift verfahren. 
Das Destillat wird 4mal mit etwa !/s—!/4 seines Volumens 


') Neuberg u. Hildesheimer, Die Bestimmung der Phenole im 
Rinderharn. Biochem. Zeitschr., Bd. 28, S. 525, 1910. 
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gereinigten Athers') ausgeschiittelt, die Atherlésung sodann erst 
4mal mit 4°/oiger NaHCO,-L6sung und schlieBlich 4mal mit an- 
nahernd "1-NaOQH-Lésung. Die NaOH wird in der phenolhaltigen 
alkalischen Lésung soweit neutralisiert, dafi ihre Alkalescenz 
20 ccm " ,,-NaOH entspricht. Waren z. B. 250 ccm "/,-NaOH 
verbraucht, so wurden 248 "|.-H,SO, zugegesetzt. In der al- 
kalischen L6ésung werden durch Titration nach Kossler und 
Penny die Phenole bestimmt. 

Beziiglich der Verwertbarkeit von Millons Reagens wurden fol- 
gende Versuche angestellt. Die Empfindlichkeit des nach der Vorschrift 
in Salkowskis Praktikum bereiteten Reagens war fiir reines Phenol 
11 : 1000000, fiir reines Kresol 2: 1000000 und fiir ein Gemisch von 
zwei Teilen Kresol und einem Teile Phenol 6,5 : 1000000. Danach kann 
in 50 cem Destillat noch gerade nachgewiesen werden 0,00056 g Phenol, 
0,0001 g Kresol und von dem Gemisch 0,000325 g. Das sind Mengen, 
die ungefahr 0,2—0,3 ccm Jodlésung erfordern, und es war deshalb nicht 
ausgeschlossen, dafs durch Summation in den verschiedenen Destillaten 
der Titrationsfehler eine betrachtliche Gréfe erreichte. Mooser behauptet, 
daf, wenn er nach Versagen der Millonschen Reaktion noch einige 
Stunden weiterdestilliert, im Destillat héchstens 0,3 cem Jodliésung ver- 
braucht wurden. Diese Angabe wurde nachgepriift und bestatigt ge- 
funden. Es ergibt sich also, dah, wie Mooser und neuerdings auch 
Neuberg angeben, Millons Reagens wohl geeignet ist, die Grenze der 
Destillation anzugeben. 


II. Die Prifung der Ausschtttelungsmethode. 


a) An reinen Phenollésungen. 


30 ecm einer LOsung von 2 Teilen Kresol und 1 Teil Phenol, 
die im ganzen 7,7 ccm Jodlésung verbrauchten, wurden 6 mal?) 
mit Ather ausgeschiittelt, und der Rest titriert. Es ergab sich, 
daf alle Phenole in den Ather gegangen waren. Die Ather- 
l6sung wurde 3 mal mit NaHCO, (5 °/oiger Lésung) ausgeschiittelt 
und die NaHCO,-Losung titriert. In NaHCO, waren keine Phenole 
iibergegangen. Die Atherlésung wurde mit NaOH ausgeschiittelt 
und die NaOQH-Losung titriert. In dem ersten Versuch wurden 
7,55 cem Jodlésung verbraucht, im zweiten 7,6 ccm, 





') Der Ather wird zur Reinigung 5 mal mit NaOH ausgeschittelt. Die 
5. Ausschiittelung mit NaOH enthalt keine jodbindenden Substanzen mehr. 

*) Wie sich spiter zeigte, geniigen 4 Atherausschiittelungen; die 
fiinfte war in 4 Versuchen frei von jodbindenden Substanzen. 
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b) An Harn durch Vergleichsbestimmungen. 
Es wurden in 3 Kontrollbestimmungen an demselben Harn 
folgende Werte erhalten: 
1. Verbrauch von 8,35 ccm Jodlésung 
2. » » 83 » , 
8. » » 8,25 » > 
Von einem der Harne wurden die NaHCO,-Ausschiittelungen 
untersucht, es ergab sich ein Verbrauch von 1,2 ccm Jodlésung. 
Daraus erhellt, daf tatsaéchlich jodbindende Substanzen, die 
nicht Phenole sind, in NaHCO, tibergehen. 


cv) An Harn mit Zusatz von Phenollésungen. 


250 ccm Harn verbrauchten 9,15 ccm Jodlésung; nach 
Zusatz von 25 cem eines Gemisches von 2 Teilen Kresol und 
1 Teil Phenol, das 6,2 ecm Jodlésung verbrauchte, zeigten 
250 cem desselben Harnes einen Jodverbrauch von 15,15 ccm. 


III. Vergleich der Methode von Mooser mit der 
Ausschittelungsmethode. 


a) An normalem Harn. 


1000 cem Harn wurden nach der iiblichen Vorbehandlung 
iiber H,PO, destilliert und das Destillat in 2 Teile geteilt ; ein Teil 
wurde nach Mooser, ein Teil nach der Ausschiittelungsmethode 
untersucht. Von demselben Harn wurden 3 Bestimmungen neben- 
einander gemacht. Nach Mooser ergab Analyse 1 den Verbrauch 
von 32,15 ccm Jodlésung, Analyse 2 32,4 ccm und Analyse 3 
32,1 ccm Jodlésung, im Mittel 32,22 ccm Jodlésung. 

Nach der Ausschiittelungsmethode ergab 

Analyse 1 den Verbrauch von 32,05 ccm Jodlésung 

» 2 » » » $23 » » 
» 3 » » » 32,2 » » 
im Mittel 32,18 ccm Jodlésung. 

Ein anderer Harn ergab nach Mooser den Verbrauch von 
18,55 ccm Jodlésung, nach der Ausschiittelungsmethode 18,25 cem 
Jodlésung, und ein dritter Harn zeigte nach Mooser den Ver- 
brauch von 20,6 ccm Jodlésung, nach der Ausschiittelungs- 


methode 20,15 ccm Jodlésung. 
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b) An Harn mit Zusatz von Phenollésungen. 


500 cem Harn wurden einmal ohne Phenolzusatz, einmal 
mit Zusatz von 50 ccm eines Gemisches von 2 Teilen Kresol 
und einem Teil Phenol (25 cem verbrauchten 6,2 ccm Jodlésung) 
zur Halfte nach Mooser, zur Halfte nach der Ausschiittelungs- 
methode behandelt. 

Nach Mooser zeigten sich die Werte 1. ohne Phenol- 
zusatz = 9,25 ccm Jodlésung, 2. mit Phenolzusatz = 15,5 ccm 
Jodlésung: nach der Ausschiittelungsmethode 

1. ohne Phenolzusatz = 9,15 ecm Jodlésung. 
2. mit : = 15,15 » » 


IV. EinfluB der Anwesenheit von Kohlenhydraten auf die 
Phenolbestimmung. 


a) Verhalten der Kohlenhydratlésungen bei der 
Destillation mit Phosphorsadure. 


Neuberg!) behauptet entgegen der Angabe von Mooser, 
dafi auch bei Verwendung von Phosphorsiure jodbindende Sub- 
stanzen aus Traubenzucker oder anderen Kohlenhydraten mit iiber- 
gehen. Zum Beweise fiihrt er unter anderen folgende Versuche an: 

1. 1,0 g reine krystallisierte |-Arabinose wurde in 100 ccm 
5°loiger H,PO, gelést und unter dauerndem Nachfiillen von 
jedesmal etwa 25 ccm H,O am absteigenden Kihler destilliert, 
bis 500 ccm abgetrieben waren. Neuberg fand im Destillat 
starke Furfurolreaktion und mit Phloroglucin und HCl 0,216 g 
Furfurolphloroglucid. 

2. 1 g Traubenzucker wurde mit 1 g H,PO, in 100 ccm 
H,O unter standigem Nachfiillen von H,O destilliert, bis 1 | 
iibergegangen war. Nach Neuberg reduzierte das Destillat 
ammoniakalisch alkalische Silberl6sung. 100 ccm des Destillates 
verbrauchten 5,5 ccm ®/10-Jodlésung, das Gesamtdestillat also 
55,0 cem Jodlésung. 

Beide Versuche wurden nachgepriift. Der Zusatz von 
H,PO, betrug beide Male 5 cem sirupéser Saure vom spezifischen 
Gewicht 1,7 (entspr. 84,7°/o H,PO,). Bei dem 2. Versuch wurden 


4) Neuberg u. Hildesheimer, Die Bestimmung d. Phenole im 
Rinderharn. Biochemische Zeitschrift, Bd. 28, S. 525, 1910. 
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stets 50 com H,O nachgefiillt. Versuch 2 wurde 3 mal ausgefiihrt. 
Nas Destillat reduzierte in keinem der Versuche ammoniakalisch 
alkalische Silberlésung. 

100 cem des Destillates verbrauchten 

im Versuch 1 0,0 cem Jodlésung 
2 0,2 
3 0,1 

Der Ubergang jodbindender Substanzen in das Destillat 
in Versuch 2 findet seine Erklarung darin, dafi versehentlich 
die Konzentration der Saure bei der Destillation zu grof ge- 
worden war, was sich durch intensive Dunkelfarbung der Losung 
aiuferlich kenntlich machte. 

Bei Nachpriifung von Versuch 1 von Neuberg wurden 
im Destillat keine jodbindenden Substanzen durch Titration 
gefunden. Mit Anilin konnte nur eine schwache Spur Furfurol 
nachgewiesen werden (Empfindlichkeit dieser Probe 4 : 1 000 000) 
und mit Phloroglucid und Salzsaéure ergeben sich in 200 ccm 
Destillat nicht wigbare Mengen von Furfurolphloroglucid. Eine 
zweite Destillation bestatigte nur die Resultate der ersten. 

0,4 g Furfurol erfordern, wie die Titration von 40 cem 
1°/oiger Furfuroll6sung!) ergab, 3,4 ccm Jodlésung. 0,1 ccm 
Jodlésung wiirde demnach 0,4/34 = 0,01 g Furfurol entsprechen. 
Eine solche Menge lige etwa in der Grenze der Nachweisbar- 
keit: die von Neuberg ermittelte Furfurolmenge von ungefahr 
0,1147 g (nach Krébers Tabelle?)) miiBte sich auch titrime- 
trisch nachweisen lassen. In meinem Versuche waren iiber- 
haupt keine jodbindenden Substanzen nachweisbar. 

Dieselbe Lésung der l-Arabinose wurde nach Zusatz von 
5 cem konzentrierter H,SO, unter stiandiger Erneuerung des 
H,O destilliert, bis 500 ccm tibergegangen waren. 100 ccm des 


') Bei dieser Gelegenheit wurde das Verhalten von Furfurol zu 
Ather, NaHCO, u. NaOH untersucht. Es ergab sich, daf Furfurol nur 
wenig schwerer als Phenol und Kresol in Ather tibergeht. Aus der Ather- 
lésung geht nichts in NaHCO,, alles in NaOH. Es ist also durch die Aus- 
schiittelungsmethode nicht méglich, das Furfurol von den Phenolen zu 


trennen. 
*| Diese Zeitschrift, Bd. 36, I, 1912. 
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Destillates verbrauchten 0,3 ccm Jodlésung. Mit Phloroglucin 
in Salzsaure ergab sich ein starker Niederschlag von Furfurol- 
phloroglucid. 

Die tibrigen von Neuberg') und Hildesheimer ange- 
fihrten Versuche wurden nicht nachgepriift, da die Mengen 
Furfurol, die dabei gefunden wurden, mit Jodlésung kaum nach- 
zuweisen waren. 

Nach den bisher angefiihrten T'atsachen scheint es sicher, 
daB, wie Mooser behauptet, bei Anwendung von H,PO, 
keine jodbindenden Substanzen iibergehen. Das zeigen 
auch folgende Versuche: 

1. 1000 ccm 10° oiger Traubenzuckerlésung -{- 50 cem kon- 
zentrierter H,SO, wurden am absteigenden Kiihler bis 200 ccm 
abdestilliert, je 100 com H,O nachgefiillt, bis das Destillat 1 | 
betrug. 200 ccm des Destillates verbrauchten 7,5 ccm Jodlésung, 
und nach Destillation tiber CaCO, im Kohlenséurestrom (6 mal) 
verbrauchten andere 200 ccm des Destillates noch 0,7 ecm 
Jodlésung. 

2. 1000 ccm 10°/oiger Traubenzuckerlésung +- 50 ccm 
H,PO, wurden ebenso destilliert. Nach Behandlung mit CaCO, 
im Kohlensaurestrom waren 200 cem des Destillates frei von 
jodbindenden Substanzen. 


b) Verhalten von reinen Phenollésungen bei 
Gegenwart von Traubenzucker. 


Es wurde wieder mit einem Gemisch von 2 Teilen Kresol 
und einem Teil Phenol gearbeitet. 30 ccm des Gemisches ver- 
brauchten 7,4 ccm Jodlésung. 75 cem des Gemisches¢wiirden 
dann 18,5 ccm Jodlésung verbrauchen. (Fehlergrenze 18,25 
bis 18,75.) 

150 ccm dieses Gemisches wurden ohne Zusatz von Trauben- 
zucker uber H,PO, destilliert. Vom Destillat wurde die Hialfte 
nach Mooser, die andere Halfte nach der Ausschiittelungs- 
methode untersucht. 


‘) Neuberg u. Hildesheimer, Biochem. Zeitschr., Bd. 28, 
S. 525, 1910. 
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Nach Mooser wurden 18,45, nach der Ausschiittelungs- 
methode 18,3 cem Jodlésung verbraucht. 

Derselbe Versuch nach Zusatz von 95 ccm 61/2 °/oiger 
Traubenzuckerlésung ergab im Destillat nach Mooser den 
Verbrauch von 18,0 cem Jodlésung, nach der Ausschiittelungs- 
methode 18,4 cem Jodlésung. 


c) Verhalten von Harn nach Zusatz von Traubenzucker. 
1. Bei Anwendung der Mooserschen und der 
Ausschiittelungsmethode. 


Von 2000 cem Harn wurden 1000 ohne, 1000 mit Trauben- 
zuckerzusatz (4 '/2°/o) nach Mooser und nach der Ausschiitte- 
lungsmethode behandelt. 

Die Werte waren nach Mooser 

1. ohne Traubenzucker 21,7 ccm Jodlésung 
2. mit » 21,1 » » 

und nach der Ausschiittelungsmethode 
1. ohne Traubenzucker 21,4 ccm Jodlésung 


2. mit > 21,8 » » 
Ein anderer Harn, ebenso behandelt, ergab folgende 
Resultate: 
nach Mooser ohne Traubenzucker 27,3 ccm Jodlésung 
mit » 27,3 » » 


nach der Ausschiittelungsmethode 
ohne Traubenzucker 26,75 ccm Jodlésung 
mit , 26,8 » , 


2. Bei Anwendung der Neubergschen Modifikation. 


Von 2000 ccm Harn (6!/2°/o Traubenzucker) wurden 
1000 tiber H,PO, und 1000 ccm tiber H,SO, nach Neuberg 
destilliert. 

Das Destillat iiber H,PO, wurde zur Halfte nach Mooser 
und zur Halfte nach der Ausschiittelungsmethode behandelt. 

Nach Mooser ergab sich ein Verbrauch von 26,6 ccm 
Jodlésung; nach der Ausschiittelungsmethode 27,2 cem. Das 
Destillat iiber H,SO, wurde zur Halfte nach den Angaben von 
Neuberg weiter behandelt, d. h. erst tiber CaCO, destilliert, 
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dann zum Vertreiben der aldehyd- und ketonartigen Substanzen 
mit Atznatron und Bleizucker versetzt, tiichtig geschiittelt und 
1/, Stunde auf dem Wasserbade erhitzt. Dann wurde noch 
10 Minuten auf freier Flamme am absteigenden Kiihler erhitzt, da 
erst nach diesen 10 Minuten das Destillat nicht mehr ammonia- 
kalisch alkalische Silberlésung reduzierte. Hierauf wurde mit 
H,SO, angesiuert und wieder destilliert. Das Destillat titriert 
ergab den Verbrauch von 12,1 cem Jodlésung. 

Die andere Hilfte des Destillates wurde nach der Aus- 
schiittelungsmethode weiter behandelt. Der Verbrauch von Jod- 
losung betrug 28,15 ccm, wahrend im Destillat tiber H,PO, 
héchstens 27,2 verbraucht waren. Der geringe Uberschuf ist 
wohl zum gréften Teil auf Furfurol zuriickzufiihren. Es wurde 
im Destillate nachgewiesen. 

Aus diesen Angaben folgt, dab es nicht méglich ist, 
wie ja auch Neuberg neuerdings selbst angibt, bei stark 
zuckerhaltigen Harnen die nach Destillation mit H,SO, 
auftretenden aldehyd- und ketonartigen Substanzen 
zu entfernen, ohne daB zugleich ein Teil der im Harn 
enthaltenen Phenole mit hinausgeht. 


Zusammenfassung. 


1. Das beschriebene Ausschiittelungsverfahren zur Be- 
stimmung der Phenole im Harn liefert zuverlassige Resultate 
auch in kohlenhydratreichen Harnen. 

2. Das Moosersche Verfahren der Phenolbestimmung 
im Harn gibt ebenfalls exakte Werte. Die gegen dieses Ver- 
fahren von Neuberg und Hildesheimer erhobenen Einwinde 
sind unberechtigt. 
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Weiterer Beitrag zur Frage nach dem Schicksal der Eiwei6- 
abbauprodukte im Darmkanal. 


Uber das Vorkommen der einzélnen Aminosaéuren in ver- 
schiedenen Teilen des Darmkanales. 


Von 
Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a, S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1912.) 


Es unterliegt keinem Zweifel mehr, daB im Chymus des 
Diinndarmes wiihrend der Verdauung der Nahrungsstoffe deren 
einfachste Bausteine anzutreffen sind. Sehr wahrscheinlich 
werden alle kompliziert gebauten Nahrungsstoffe vor ihrer Ver- 
wertung in indifferente Bausteine zerlegt.!) Dieser Abbau ist 
notwendig, wenn aus den Bausteinen der Nahrung Zellmaterial 
entstehen soll. Ebenso muf der Verbrennung eine hydrolytische 
Spaltung in einfachere Komplexe vorausgehen, wenigstens ist 
zurzeit kein Beweis dafiir vorhanden, dafi im allgemeinen 
Proteine, Fette, Polysaccharide direkt der Verbrennung unter- 
liegen. Andeutungen dafiir, daf auch komplizierte Molekiile, 
ohne in einfachste Bruchstiicke zerlegt worden zu sein, Ande- 
rungen ihrer Bausteine erleiden, liegen allerdings vor. So 
wissen wir, dafs Nucleinséuren teilweise oxydiert werden. Es 
sei an die Inosinséiure erinnert, die Hypoxanthin gebunden ent- 
hilt, wahrend nach der allgemeinen Annahme die Nucleinsauren 
von Purinbasen nur Adenin und Guanin aufweisen. Die An- 


') Emil Abderhalden, Die Bedeutung der Verdauung fiir den 
Zellstoffwechsel im Lichte neuerer Forschungen auf dem Gebiete der 
physiologischen Chemie, Urban & Schwarzenberg, Berlin-Wien, 1911. — 
Neuere Anschauungen iiber den Bau und den Stoffwechsel der Zeclle, 
Julius Springer, Berlin 1911. — Synthese der Zellbausteine in Pflanze 
und Tier, Julius Springer, Berlin 1912. 
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nahme, dafi die Inosinsiéiure bereits als verindertes Abbau- 
produkt einer Nucleinséure zu betrachten ist,!) ist neuerdings 
von Levene und Medigreceanu, Jones und ferner von 
Schittenhelm und Wiener?) erwiesen worden. Ferner sind 
wohl die Beobachtungen tiber das Vorkommen der Oxyprotein- 
siiuren im Sinne einer Veri&nderung noch gebundener Bausteine 
von Eiweifabké6mmlingen zu betrachten. Im allgemeinen scheinen 
jedoch nach allen bisherigen Erfahrungen erst die einzelnen Bau- 
steine einem weiteren Abbau zu unterliegen. 

Unentschieden ist zurzeit die Frage nach dem weiteren 
Schicksal der im Darmkanal gebildeten Abbauprodukte. Bleibt 
der Abbau bei den Monosacchariden stehen, oder geht er 
wenigstens teilweise iiber diese Abbaustufe hinaus? Werden 
die Spaltprodukte der Fette wirklich wieder quantitativ in der 
Darmwand zu Neutralfett zusammengefiigt und werden endlich 
die Aminosiuren direkt in den Zellen der Darmwand zu Eiweif 
verarbeitet, oder gehen sie als solche in die Blutbahn iiber oder 
liegen Befunde vor, die einen weitergehenden Abbau wahr- 
scheinlich machen? Wie verhalten sich die Nucleinsiiuren? Daf® 
sie durch die Fermente des Darmkanals nicht vollstandig ge- 
spalten werden, sondern nur in dialysable Spaltprodukte zerlegt 
werden, konnte ich gemeinsam mit Schittenhelm‘) zeigen. 
Die Fortsetzung dieser Versuche hat den erhobenen Befund 


bestatigt. 4) 


') Vgl. hierzu Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chemie, 
2. Aufl., S. 375, 1909. 

2) Vgl. Alfred Schittenhelm und Karl Wiener, Uber den Ab- 
bau der Nucleinséiure durch Organfermente, Diese Zeitschrift, Bd. 77, 
S. 77, 1912. 

5) Emil Abderhalden und Alfred Schittenhelm, Der Ab- und 
Aufbau der Nucleinsiuren im tierischen Organismus, Diese Zeitschrift, 
Bd. 47, S. 452, 1906. 

‘) P. A. Levene und F. Medigreceanu, The action of gastro- 
intestinal juices in nucleic acids, The Journal of biological Chemistry, 
Vol. 9, p. 375, 1911. — E. S. London, Alfred Schittenhelm und 
Karl Wiener, Verdauung und Resorption von Nucleinséure im Magen- 
darmkanal, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 86, 1912. — Vgl. auch Bd. 70, 
S. 10, 1910, und Bd. 72, S. 459, 1911. 
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War es bis jetzt nicht méglich, auf direktem Wege den 
Beweis zu fiihren, wie weit der Abbau der Nahrungsstoffe im 
Darmkanal geht, so bereitet es noch viel gréBere Schwierig- 
keiten festzustellen, was aus den resorbierten Stoffen wird. Der 
Qrganismus arbeitet in sehr groben Verdiinnungen, und vor 
allem stufenweise. Im Darmkanal entstehen alle mdglichen 
Abbaustufen nebeneinander. Die einfachsten werden sofort 
resorbiert. Wir besitzen zurzeit keine Methoden, ihnen zu 
folgen. Wir kénnen nur mit Sicherheit behaupten, daf jenseits 
der Darmwand unter normalen Bedingungen keine blut- und 
zellfremden Stoffe anzutreffen sind. Es hat eine weitgehende 
Umwandlung stattgefunden. Es ist wiederholt versucht worden, 
speziell fiir die Aminosiéuren, die Frage zu entscheiden, was 
aus ihnen wird. Uns scheint, dafi keine einzige Theorie tiber 
direkte Beweise verfiigt. Die Annahme, dai aus den Amino- 
siiuren, die beim Abbau der Proteine im Darmkanal entstehen, 
in der Darmwand bluteigenes Eiweifi gebildet und in das Blut 
hinein sezerniert wird, ist eine reine Hypothese, worauf wir 
immer wieder hingewiesen haben. Sie konnte bisher durch 
keine Versuche experimentell gestiitzt werden. Ihre Stiitzen 
sind vielmehr in gewissem Sinne negativer Natur. Es ist bis 
jetzt niemandem gelungen, wihrend der Resorption der Eiweif- 
verdauungsprodukte Aminosduren in der Blutbahn nachzuweisen. 
Wenn auch stets nur Spuren von Aminosduren zur Resorption 
gelangen, so muf es doch schlieblich méglich sein, diese Spuren 
anzureichern, wenn das Blut sehr vieler Tiere gesammelt und 
untersucht wird. Bis jetzt waren derartige Untersuchungen er- 
gebnislos. Ein eindeutiges Urteil wird jedoch erst méglich sein, 
wenn eine sehr groBe Menge von Blut zur Verarbeitung kommt. 
Es sind im hiesigen Institut Forschungen nach dieser Richtung 
im Gange. Sie schreiten, da die EnteiweiBung grofer Blut- 
mengen sehr zeitraubend ist, nur langsam voran. Der An- 
nahme, dafi die Aminosauren als solche in das Blut iibergehen, 
fehlt, wie schon erwahnt, jeder direkte Beweis. Sie ist zurzeit 
nur als Hypothese zu betrachten. Der Versuch von Buglia,') dieses 


') G, Buglia, Untersuchungen iiber die biologische Bedeutung und 
den Metabolismus der Eiweifstoffe, Zeitschrift f. Biol., Bd. 58, S. 162, 1912. 
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Problem durch intravenése Zufuhr von verdautem Fleisch zu 
lésen, muf zurzeit auf Grund der mitgeteilten Resultate auch 
als gescheitert betrachtet werden, ganz abgesehen davon, dab 
die Méglichkeit eines Ersatzes von Eiweifi durch parenteral zu- 
gefiihrte EiweiBabbauprodukte durchaus nicht dafiir beweisend 
ware, dafi die im Darmkanal sich bildenden Aminosiiuren direkt 
in die Blutbahn tibergehen. Mit dem gleichen Rechte kénnte 
man aus unseren Versuchen, wonach auf die parenterale Zu- 
fuhr von blutfremden Stoffen eine Verdauung in der Blutbahn 
einsetzt, den Schlufi ziehen, dafi die Nahrungsstoffe tiberhaupt 
erst in der Blutbahn gespalten werden! Der tierische Organis- 
mus besitzt ein weitgehendes Anpassungsvermogen und vollzieht, 
wenn er dazu gezwungen wird, Prozesse, die ihm sonst fremd 
sind. Daf die tierischen Zellen die Fahigkeit haben, aus Amino- 
siiuren ganz allgemein Eiweif besonderer Art aufzubauen, dariiber 
besteht kein Zweifel. Wir haben selbst schon seit langer Zeit 
versucht, durch intravenése, subcutane und _ intraperitoneale 
Zufuhr von abgebauten Proteinen und von Fleisch Tiere im 
Stickstoffgleichgewicht zu halten, ohne dal sich jedoch klare 
Resultate ergeben hatten. Meist war die Ausscheidung an Stick- 
stoff so groB, dafi die Annahme berechtigt war, dab die zuge- 
fiihrten Aminosiuren rasch desaminiert und der Stickstoff zur 
Ausscheidung gelangt war. Bei sehr langsamer Zufuhr erschien 
nur ein kleiner Teil, 5—15°/o, der zugefiihrten Aminosiuren un- 
verandert im Harn.') Betrachtet man die Resultate von Buglia 
genau, dann fallt auf, daB er seinen Berechnungen sehr hohe 
Hungerstickstoffwerte zugrunde legt. Bei Versuch 1 wird als 
Hungerstickstoffwert bei einem Hund von 7670 g Gewicht 3,8 g 
Stickstoff angegeben. Bei einem anderen Hund von 4260 g Gewicht 
wird der Berechnung ein Hungerstickstoffwert von ca. 2 g N zu- 
grunde gelegt. Diese Zahlen sind nach den sonstigen Erfahrungen 
viel zu hoch. So geben z.B.Grafe und Schlaepfer?) an, dab ein 
Hund von 10000 g Gewicht in der Hungerperiode ca. 2 g Stick- 





") Eingefiihrt wurden 1—1,5 g N in Form des Verdauungsgemisches. 

*) E. Grafe und V. Schlaepfer, Uber Stickstoffretentionen und 
Stickstoffgleichgewicht bei Fiitterung von Ammoniaksalzen, Diese Zeit- 
schrift, Bd. 77, S. 1, 1912. 
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stoff ausschied. Bei reichlicher Zufuhr von Fett und namentlich 
von Kohlenhydraten sank die Stickstoffausscheidung auf unter 
1g. Aus unseren zahlreichen Stoffwechselversuchen ergeben 
sich ganz analoge Resultate. Legt man diese Werte den Ver- 
suchsresultaten von Buglia zugrunde, dann ergibt sich ein- 
deutig, daB die intravenés zugefiihrten EiweiBspaltprodukte rasch 
abgebaut wurden und, soweit derartige Versuche bestimmte 
Schliisse zulassen, keine sparende Wirkung ausiibten. 

Fragen wir endlich, welche Beweise fiir die Annahme 
vorliegen, daf die Aminosauren direkt weiter abgebaut werden. 
Auch diese Vorstellung ist zurzeit eine reine Hypothese ohne 
jeden direkten Beweis. Es kénnten die Versuche von Cohn- 
heim!) als Beweis dafiir angefiihrt werden, dai die Darm- 
wand Aminosiiuren desaminiert. Die Féhigkeit der Gewebs- 
zellen zu desaminieren ist nie bezweifelt worden. Wir selbst 
haben immer darauf hingewiesen, da’ bei der Resorption der 
EiweiBabbauprodukte ein Teil der Aminoséuren schon in der 
Darmwand desaminiert werden diirfte. Cohnheims Versuche 
beweisen die desaminierende Fihigkeit der Darmzellen, wenn 
man nicht den Einwand erheben will, dai die untersuchten 
Diirme nicht mehr unter physiologischen Bedingungen arbeiteten. 
Von Wert wire auf alle Fille, wenn derartige Versuche durch 
mikroskopische Untersuchung der Darmschleimhaut vervoll- 
stiindigt wiirden. Wenn auch der Befund morphologisch intakter 
Zellen nicht unmittelbar die funktionelle Unversehrtheit in sich 
schlieBt, so kann anderseits eine morphologischeVeranderung uns 
auf Fehlerquellen hinweisen. Nunhat Cohnheim durch Kontroll- 
versuche mit leeren Diirmen seine Beobachtungen eindeutiger 
gemacht. Er verwertet die Resultate selbst sehr vorsichtig. 

Fassen wir alles zusammen, dann kommen wir zum 
Schlusse, das die genannten Hypothesen zurzeit die gleiche 
Berechtigung haben. Keine wird durch eindeutige Versuchs- 
resultate gestiitzt. Sie werden so lange als Arbeitshypothesen 
dienen, bis es gelingt, das Dunkel, das das weitere Schicksal 
der EiweiBabbauprodukte noch umgibt, zu erleuchten. 


') Otto Cohnheim, Zur Frage der Eiweifresorption, III. Mitteil., 
Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 293, 1912. 
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Wir halten so lange an unserer Vorstellung einer Synthese 
von bluteigenem Eiweifi aus den resorbierten Abbauprodukten 
fest, bis Ergebnisse vorliegen, die gegen eine solche Annahme 
sprechen. Dieser Aufbau kann sich in der Darmwand und 
vielleicht auch in der Leber vollziehen. Es schien, als hatten 
wir einen Befund erhoben, der eine Eiweifbsynthese in der 
Darmwand zweifelhaft erscheinen laéBt und uns zwingt, anzu- 
nehmen, daf hauptsiichlich die Leber als Ort des Aufbaus von 
Bluteiweifs aus den resorbierten Aminosauren in Betracht kommt. 
Wir konnten némlich bei der Untersuchung der Peptone, die 
aus Chymus abgeschieden worden waren, zeigen, dab in den 
unteren Darmabschnitten — z. B. im Ileum — Produkte vorhanden 
sind. die weder Cystin, noch Tryptophan, noch Tyrosin enthalten, 
dagegen bei der Hydrolyse mit Saéuren Glykokoll, Phenylalanin 
und Prolin, neben Leucin, Valin, Glutamin- und Asparaginséure 
liefern. Die Darstellung dieser Peptone war in folgender Weise 
durchgefitihrt worden. Der Chymus wurde mit soviel Wasser 
verdiinnt, dali die Lésung ca. 1°/o an fester Substanz enthielt. 
Dann wurde mit einer 10°oigen Phosphorwolframsaéure vor- 
sichtig so lange gefallt, als eben noch ein Niederschlag eintrat. 
Von Zeit zu Zeit wurde in Reagenzglasproben gepriift, ob der 
Zusatz ein geniigender war. Ein Uberschuf wurde vermieden, 
weil sich in diesem ein betrichtlicher Teil der Fallung wieder 
loste, wie Proben ergaben. Nun wurde abgesaugt, scharf ab- 
gepreiit und mit viel Wasser gewaschen. Zuletzt wurde der 
Niederschlag in einer Reibschale mit Wasser durchgeknetet 
und dann wieder auf die Nutsche gebracht. Es ist sehr wichtig, 
daB bei all diesen Operationen rasch gearbeitet und vor allem 
vermieden wird, dai der Niederschlag austrocknet. Er ist dann 
schwer auswaschbar. Das Filtrat wurde, wie es friiher schon 
beschrieben worden ist, auf freie Aminosduren verarbeitet. Die 
Fallung wurde mit Baryt in der gewohnten Weise zerlegt und 
im Filtrat des phosphorwolframsauren Baryts der UberschuB 
an Baryt quantitativ mit Schwefelsaure entfernt. Das Filtrat 
vom schwefelsauren Baryt wurde unter vermindertem Druck 
zur Trockene verdampft. Den Riickstand kochten wir mit der 
gleichen Menge Methylalkohol aus, lieSen abkiihlen, filtrierten 
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von den ausgeschiedenen Massen ab und gossen das Filtrat 
unter fortwahrendem Umriihren in das gleiche Volumen ab- 
soluten Athylalkohols. Von der Fallung wurde abfiltriert und das 
Filtrat zur Trockene verdampft. Der Riickstand wurde wieder 
in méglichst wenig Methylalkohol heifi geldst und noch heif in 
das gleiche Volumen absoluten Athylalkohols eingetragen. Auf 
diese Weise liefen sich eine ganze Reihe von Fraktionen ge- 
winnen, die ganz gute Eigenschaften besaBben. Sie waren selbst- 
verstandlich nicht einheitlich. Diese Fraktionen wurden alle 
auf Cystin, Tyrosin, Tryptophan gepriift. Wir haben auf diese 
Weise den Inhalt vom Darm des Schweines untersucht und 
zwar den Inhalt von je 50cm Darm. Es wurde so vorgegangen, 
dafi kurz nach dem Tode des Tieres der ganze Diinndarm 
durch Bindfaden in 50 cm lange Stiicke zerlegt wurde. Der 
Inhalt jeden Stiickes wurde dann in ein Becherglas gespiilt und 
unter den erwahnten Bedingungen mit Phosphorwolframsdure 
gefallt. Vorher wurden mit dem Chymus eine Reihe von Proben 
angestellt. Einmal wurde die Biuretreaktion ausgefiihrt. Sie 
war oft vollstiindig negativ, oft gab der Inhalt des Duodenums 
und des oberen Teiles des Jejunums noch Biuretreaktion, in 
einzelnen Fallen konnte sie auch noch im Ileuminhalt festgestellt 
werden. Bei der Anstellung der Probe muf man darauf achten, 
dal geniigend Lauge zugefiigt wird. Das vorhandene Ammoniak 
stért die Reaktion. In fast allen Fallen erhielten wir mit dem 
Chymus aller Teile des Diinndarms Rotfarbung mit Millons 
Reagens. Ebenso fiel die Schwefelbleiprobe und die Glyoxyl- 
siureprobe, sowie die Bromreaktion auf Tryptophan positiv aus. 
Nur in den zuerst untersuchten Chymusproben, die von Hunden 
stammten, vermifbten wir die letzteren Reaktionen im Inhalt des 
Ileums. Die Tiere waren 7 Stunden nach der letzten Nahrungs- 
aufnahme getotet worden. 

Es schien aus diesen Beobachtungen hervorzugehen, dal; 
die Aminosauren an verschiedenen Stellen des Darmkanals zur 
Abspaltung kommen und auch an verschiedenen Stellen resor- 
biert werden. Wir wissen, daf das Trypsin bestimmte Amino- 
siuren sehr rasch abspaltet, waéhrend gewisse Komplexe erst 
durch Erepsin zerlegt werden. Es ware nun denkbar, daf im 













Uber das Schicksal der Eiweifabbauprodukte im Darmkanal. 3389 


Duodenum in der Hauptsache die leicht abspaltbaren Aminosiiuren 
frei werden und zur Resorption gelangen, wiihrend in den tieferen 
Partien des Diinndarms das Erepsin seine Wirkung entfaltet und 
dort dann Glykokoll, Phenylalanin, Prolin usw. zur Aufnahme 
kommen. Unsere ersten Beobachtungen schienen fiir eine solche 
Auffassung des Abbaus der Proteine und Peptone im Darmkanal 
zu sprechen. Kinerseits vermiften wir im Inhalt des Ileums zum 
Teil die durch Trypsin leicht abspaltbaren Aminosauren ganz, 
anderenteils konnten wir, wie schon erwahnt, Peptone isolieren, 
die reich an Phenylalanin, Prolin und Glykokoll waren, d. h. die 
diejenigen Aminosiuren enthielten, die vom reinen aktivierten 
Pankreassaft nicht aus ihrer Bindung gelést werden. Wiirde 
es sich um einen Befund handeln, der ein regelmabiger ist, 
d. h. wiirde sich der Abbau in bestimmten Darmabschnitten 
stufenweise vollziehen und immer ein bestimmtes fiir den 
einzelnen Darmabschnitt charakteristisches Stiick des ganzen 
Molekiils zerlegt, und wiirde die Resorption der entstandenen 
einfachsten Bausteine an Ort und Stelle einsetzen, dann wiire 
es schwer zu verstehen, wie in der Darmwand sich die Eiweil}- 
kérper des Blutes bilden sollten. Man mite dann schon zu 
der vorlaufig noch wenig gangbaren Vorstellung greifen, dal die 
Bluteiweibk6rper ein viel komplizierteres Gemisch von Stoffen 
aller Art darstellen, als man bisher angenommen hat. Es wiirde 
dann das Duodenum andere Proteine liefern als das Jejunum 
und das Ileum! Viel einfacher ware in diesem Falle die An- 
nahme einer Synthese von Bluteiweifi in der Leber, denn hier 
wirden alle Bausteine wieder zusammenstromen. 

EKingehende Untersuchung des Darminhaltes von Schweinen 
und dann auch von Hunden, Rindern und Pferden, die sich 
iiber mehrere Jahre erstrecken und jetzt zur vollstandigen Auf- 
arbeitung gekommen sind, haben ergeben, daf eine Lokalisierung 
des Abbaus und der Resorption bestimmter Aminosauren nicht 
mdglich ist. Es konnten aus allen Darmabschnitten die gleichen 
Aminoséuren gewonnen werden. Ks scheint sogar, da in den 
Mengenverhiltnissen eine recht gute Ubereinstimmung § sich 
findet. So gut wir in den untersten Teilen des [leums noch 
wirksames Pepsin antreffen, so gut wird auch Trypsin iiber 
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das Duodenum hinausgefiihrt mit Peptonen, die von ihm noch 
nicht vollstandig zerlegt sind. Ferner wirkt das Erepsin in 
allen Darmabschnitten. Es spaltet bereits im Duodenum Prolin 
ab. So entsteht denn im ganzen Darmkanal in allen seinen 
Teilen ein Gemisch von allen Aminosiéuren in ahnlichen Ver- 
haltnissen. Nur kurz nach der Nahrungsaufnahme, dann wenn 
der erste Chymus in das Duodenum iibertritt, finden sich Unter- 
schiede, indem dann zunichst die leicht abspaltbaren Amino- 
siuren frei werden, wiaihrend mancher Baustein noch gebunden 
ist. Sobald jedoch weiterer Chymus tibertritt, gleicht sich dieses 
Verhalten aus, indem jetzt diejenigen Aminoséuren, wie Prolin, 
Phenylalanin usw., die beim weiteren Abbau des zuerst tiber- 
getretenen Chymus frei werden, nun gleichzeitig mit den aus 
dem «zweiten» Chymus zuerst abgespaltenen Bausteinen, wie 
Tyrosin, Tryptophan usw., zur Resorption kommen. Theoretisch 
wiederholt sich der Fall, daB im Darmkanal in einem bestimmten 
Moment nicht alle Aminoséuren zugegen sind, bei der Ver- 
dauung der letzten Chymusreste. Hier sind in einem bestimmten 
Momente die leicht abspaltbaren Aminoséuren resorbiert und 
noch Reste vorhanden, die die schwerer aufspaltbaren Verbin- 
dungen enthalten. Man findet in der Tat am Schlusse der Ver- 
dauung oft Chymus im Darm, der frei von Tyrosin, Tryptophan 
und Cystin ist, wahrend andere Aminosiéuren und Peptone sich 
noch finden. 

Die Ergebnisse der Untersuchung verschiedener 
Teile des Diinndarmes stehen somit nicht im Wider- 
spruch mit der Annahme, daf den Zellen der Darm- 
wand ein Gemisch von Aminosauren zugefihrt wird, 
aus dem sie ein gleichartiges «EKiweiB» aufbauen 
kénnen. Der Abbau der Proteine und Peptone im Darm- 
kanal findet an allen Stellen im Diinndarm in gleicher 
Weise statt.!) Er 1aiBt sich nicht in bestimmten Ab- 
schnitten des Diinndarms lokalisieren. Dies gilt auch 
fiir die Art des Abbaus. Uberall scheinen die gleichen 


‘) Es ist dies natiirlich nur in bezug auf den «gréberen» Verlauf 
des Abbaus gemeint. Ob nicht doch im einzelnen sich Unterschiede zeigen, 
lafMt sich zurzeit nicht feststellen. 
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Stufen durchlaufen zu werden. Trypsin und Erepsin 
wirken sowohl im Anfangs- wie im Endteil des Diinn- 
darmes. 

Wir haben uns einer weiteren Frage zugewandt und ge- 
prift, ob vielleicht ein wesentlicher Teil der Aminoséuren im 
Darmkanal oder kurz nach erfolgter Resorption weiter abgebaut 
wird. Wiirde es gelingen, bestimmte Abbaustufen zu fassen, 
dann wiirde ein Weg gegeben sein, um unsere Vorstellungen 
iiber Beziehungen der resorbierten Aminoséuren zu bestimmten 
Korperstoffen neu zu beleben. Die Erfolge waren bis jetzt 
diirftig. Es scheint, daf im Darmkanal eine Desamierung von 
Aminosauren eintritt, doch ist ihr Umfang offenbar kein groBer. 
Fraglich ist, ob aufier Bakterien noch andere Agenzien an der 
Ammoniakbildung beteiligt sind. 

Es seien hier die Monoaminioséuren aufgefiihrt, die wir 
aus verschiedenen Teilen des Diinndarms gewonnen haben: 

1. Duodenum: 

Glykokoll (in Form seines Esterchlorhydrates abge- 
schieden. F. 144°). 

d-Alanin (mittels der Estermethode nachgewiesen. F. 295° 


|@|,0 = + 9,85°, in der berechneten Menge Salzsaure gelést). 
d-Valin (mittels der Estermethode nachgewiesen). F. 312°. 
[a},’, = -+ 25,6°, in 20°%/oiger Salzsiéure gelést. 


l-Leucin (mittels der Estermethode isoliert und auch 
direkt als Kupfersalz abgeschieden). F. 297°. [a] , = +- 14,3°, 
in 20°%/oiger Salzsiure gelost. 

d-Isoleucin (wurde neben Prolin im alkoholischen Aus- 
zug gefunden). F. 278°. [a],,, = + 32,8°, in 20%oiger Salz- 
sdure gelost. 

d-Glutaminséure als salzsaures Salz abgeschieden und 
als solches identifiziert. F. 207°. [a]?, = +- 24,2°. 


20° 
l-Asparaginsdure (mittels der Estermethode isoliert). 
F. 269°. 
1-Phenylalanin (mittels der Estermethode nachgewiesen). 


F. 279°. [al = — 34,5°, in Wasser gelést. 


1-Tyrosin (direkt auskrystallisiert). F. 312°. 
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Serin konnte nicht vollstaéndig rein gewonnen werden. 
Cystin und Tryptophan waren vorhanden, doch reichten 
die isolierten Mengen nur zu Farbreaktionen aus. Sicher fest- 
gestellt wurde ferner Prolin und zwar als Hydantoin. F. 142°. 
lerner wurde es mittels der Estermethode isoliert. 

Zur Gewinnung dieser Monoaminosiéuren aus dem Chymus 
des Duodenums waren die rohen Aminosauren von je 20 Tieren 
verwendet worden. Die vorliegenden Ergebnisse beziehen sich 
auf Untersuchungen am Schweine. Sie wurden auch beim 
Pferd, beim Rind und bei Hunden bestatigt. Direkt in ganz 
reinem Zustande konnte Tyrosin ais solches, ferner Leucin als 
Kupfersalz, Glutaminsaure als salzsaures Salz, Prolin als Hy- 
dantoin und endlich Isoleucin als solches in ausreichenden 
Mengen gewonnen werden. Bei den iibrigen Aminosiuren mubte 
die Estermethode verwendet werden. Es wurde hierbei so ver- 
fahren, dafi eine Erwiirmung beim Einleiten der sorgfaltig ge- 
trockneten gasfOrmigen Salzséure in den Alkohol nicht statt- 
fand. Wir bezweckten damit eine Verhiitung von Spaltung 
etwa vorhandener Peptone resp. Polypeptide. Auferdem ver- 
wendeten wir zu diesen Untersuchungen ausschliefBlich diejenigen 
Produkte, die mit Phosphorwolframsdure nicht fallbar waren. 
Auf Grund neuerer Erfahrungen?’) diirfen wir mit Bestimmtheit 
behaupten, dafi auch die mittels der Estermethode nachge- 
wiesenen Aminosiéuren als solche im Darminhalt vorhanden 
waren. Besondere Schwierigkeiten bereitete der Nachweis des 
Prolins. Wir extrahierten das sorgfiltig getrocknete Gemisch 
von Aminosaéuren, Peptonen und anderen Verbindungen mit 
absolutem Alkohol, verdampften die Losung unter vermindertem 
Druck, extrahierten wieder mit Alkohol und setzten diesen 
Prozeb fort, bis nur noch in Alkohol lésliche Produkte vor- 
handen waren. Diesen Anteil fiihrten wir in die Phenyliso- 
cyanatverbindung iiber und diese mit Salzséure in das schon 
krystallisierende Hydantoin. Bei dieser Gelegenheit isolierten 
wir aus den schlieBlich in absolutem Alkohol unléslichen Pro- 





‘) Emil Abderhalden und Rudolf Hanslian, Uber die Ver- 
wendbarkeit der Estermethode zum Nachweis von Monoaminosauren neben 
Polypeptiden, Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 285, 1912. 
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dukten mittels des Kupfersalzes d-Isoleucin. Bemerkt sei noch, 
daB von allen Verbindungen die Stickstoffanalyse nach Kjel- 
dah! ausgefiihrt wurde. Leider ist die Masse des Chymus so 
gering, dal es bis jetzt nicht mdglich war, die verschiedenen 
Aminosiiuren aus dem Inhalt eines einzigen Duodenums zu ge- 
winnen. Schwierigkeiten bereiteten der Untersuchung die im 
Chymus vorhandenen Spaltprodukte, die aus anderen Nahrungs- 
stoffen als aus Eiweifi stammten. Wir wollten diese Unter- 
suchungen unter ganz natiirlichen Verhaltnissen durchfiihren 
und verzichteten deshalb auf eine ausschlieBliche Kiweibkost. 

In der gleichen Weise haben wir aus dem Inhalt des 
Jejunums und Ileums die genannten Aminosiuren isoliert und 
zwar wurde der Jejunuminhalt in drei Teilen (jeder Teil ca. '/s 
des ganzen Jejunums umfassend) untersucht. Das Ileum war in 
zwei Halften getrennt worden. 

1. Erstes Drittel des Jejunums (dem Duodenum benachbart). 

Glykokoll nicht sicher festgestellt (mit Chlorammon ver- 
unreinigt). 

d-Alanin: F. 296°. |a| 
Menge Salzsaure gelost. 

d-Valin: F. 295°. Nicht ganz rein. [a/) = -+ 21,6°, 
in 20°/oiger Salzsiiure gel6ést. 

I-Leucin: F. 297°. fal?” 
siure geldst. 

d-Isoleucin nicht in reinem Zustand gewonnen. 

d-Glutaminsiure als salzsaures Salz abgeschieden. 
F. 208°. 

l-Asparaginsiure, nicht ganz rein, F. 254°. 

I-Phenylalanin: F. 279°. [a], = — 38,5°, in Wasser 
gelost. 

l-Tyrosin: F 308°. 

l-Prolin, tiber den Ester isoliert, F. 206°. 

l-Cystin und |-Tryptophan waren auch vorhanden. 

2. Zweites Drittel des Jejunums (mittlerer Teil). 

Glykokoll als Esterchlorhydrat abgeschieden. F. 144°. 

d-Alanin: F. 296°. [a],', = -+ 9,87°, in der berech- 
neten Menge Salzsiure gelost. 


1) 


20° 


= -{- 10,0°, in der berechneten 


= -++- 15,1°, in 20°/oiger Salz- 
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d-Valin, nicht rein erhalten. 

l-Leucin: F. 297% [a}’, = + 14,5°, in 20°/oiger Salz- 
siure gelost. 

d-Glutaminsiéure als Hydrochlorat abgeschieden. 
F. 206°. 

l-Asparaginsdure als Kupfersalz identifiziert. 

l-Phenylalanin: F. 270°. [al = — 30,8° in Wasser 
gelést. Nicht ganz rein. 

l-Tyrosin: F. 306°. 

l-Prolin: Hydantoin: F. 144°. 


3. Letztes Drittel des Jejunums (an das Ileum angrenzend). 

d-Alanin: F. 297° [a], = -++ 10,5°, in der berech- 
neten Menge Salzséure gelost. 

d-Valin: F. 303°. [a], = -++ 28,89, in 20°/oiger Salz- 
siure gelost. 

l-Leucin: F. 297°. [a], = + 15,5°, in 20°/oiger Salz- 
sdure gelost. 

d-Glutaminsaure als Hydrochlorat identifiziert. F. 207°. 


l-Asparaginséure als Kupfersalz identifiziert. 

l-Phenylalanin: Nicht rein erhalten. Als Hydrochlorat 
abgeschieden. 

l-Tyrosin: F. 306°. 

1-Prolin als Hydantoin gewonnen. F. 144°. 


4. Erste Halfte des Ileums (dem Jejunum benachbart). 


Glykokoll als Esterchlorhydrat isoliert. F. 144°. 

d-Alanin, nicht ganz rein erhalten. Als Kupfersalz 
abgetrennt. [a], = -+ 12,5° in der berechneten Menge Salz- 
siure gelost. 

d-Valin, ebenfalls nicht ganz rein. [a);" = -+ 19,78°, 
in 20°/oiger Salzsaure gelost. 

l-Leucin: F. 297°. [a] = + 18,8°, in 20°Joiger Salz- 
siure gelost. 

d-Glutaminsaure als salzsaures Salz abgeschieden. 


F. 206°. 
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l-Asparaginsdure als Kupfersalz identifiziert. 

|-Phenylalanin: F. 270°. [a],, = — 38,5° in Wasser 
gelost. 

l-Tyrosin: F. 306°. 

1-Prolin war nicht in reinem Zustand zu erhalten. 


5. Zweite Halfte des Ileums. 


Glykokoll als Esterchlorhydrat abgeschieden, mit Chlor- 
ammon verunreinigt. 

d-Alanin ) beide nicht ganz rein erhalten. Menge sehr 

d-Valin J — gering. 

d-Isoleucin: F. 276°. [a],,, = -+ 29,5, in 20°/oiger 
Salzsiure gelost. 

l-Leucin: F. 297% [a}’, = + 14,8°, in 20°/oiger Salz- 
siure gelost. 

d-Glutaminsaure als Hydrochlorat abgeschieden. F. 208°. 

l-Asparaginsdure als Kupfersalz identifiziert. 

l-Phenylalanin: F. 278°. [a] = — 37,2°, in Wasser 
gelost. 

l-Tyrosin: F. 306°. 

1-Prolin als Hydantoin abgetrennt. F. 144°. 

Wir haben auch auf Lysin, Arginin und Histidin gefahndet 
und hierzu zum Teil die von Kossel und Kutscher ausge- 
arbeiteten Methoden benutzt, zum Teil auch das Histidin direkt 
mit Sublimat abgeschieden. Wir konnten alle drei Verbin- 
dungen mit Bestimmtheit feststellen, doch waren die Verluste 
bei der Reinigung der Aminosauren ziemlich groBe. Ferner ist 
zu befiirchten, dafB die zum Teil langwierigen Methoden se- 
kundére Spaltungen verursachen. Bevor wir ein endgiiltiges 
Urteil tiber das Vorkommen der genannten Verbindungen ab- 
geben, wollen wir durch weitere Kontrollversuche feststellen, 
wie weit die Methodik zu eindeutigen Resultaten fiihrt. Von 
den Monoaminosauren sind aufBer Oxyprolin alle im Darminhalt 
aufgefunden worden. 














Weitere Versuche iiber das Fettspaltungsvermégen des Blutes 
und des Plasmas unter verschiedenen Bedingungen. 
Von 
Emil Abderhalden und Arno Ed. Lampé. 





Mit 24 Kurvenzeichnungen im Text. 
(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. 5S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. April 1912.) 


In einer friiheren Mitteilung des einen von uns und Rona!) 
ist gezeigt worden, dafi das Vermégen des Blutes und des Serums, 
Tributyrin zu spalten, durch die Uberschwemmung des Blutes 
mit (kérperfremdem) Fett stark gesteigert wird. Uns _ inter- 
essierte die Frage, ob sich wahrend einer langer dauern- 
den Hungerperiode Unterschiede im Fettspaltungs- 
vermégen des Blutes und Plasmas zeigen. Diesen Ver- 
suchen lag folgender Gedankengang zugrunde. Durch zahlreiche 
Versuche ist bewiesen worden, dai das Blutplasma nach der 
parenteralen Zufuhr artfremden Materials Fermente enthalt, die 
imstande sind, die zugefiihrten Stoffe abzubauen. Vorlaéufig mub 
die Einschrankung gemacht werden, dafi eine derartige Reaktion 
speziell bei Proteinen nur nach der Zufuhr von Stoffen be- 
obachtet werden konnte, die eine komplizierte Struktur besafen. 
Es liegt dies héchstwahrscheinlich an einem Mangel an ge- 
eigneten Methoden. Es ist kaum zu bezweifeln, daB der Organis- 
mus auch auf einfachere, dem Blute strukturfremde Stoffe in 
analoger Weise durch Abgabe von Agenzien antwortet, die 
durch Zerlegung des fremden Stoffes das Fremdartige beseitigen. 
Bei den Kohlenhydraten konnten wenigstens bereits solche 


') Emil Abderhalden und Peter Rona, Studien iiber das Fett- 
spaltungsvermoégen des Blutes und Serums des Hundes unter verschiedenen 
Bedingungen. Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 30, 1911. 
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Fermente beobachtet werden, wenn Disaccharide wie Rohr- 
zucker und Milchzucker parenteral zugefiihrt wurden. Wir 
haben in dem Auftreten bestimmter Fermente im Blute 
ein auferordentlich feines Reagens fiir das Vor- 
handensein blutfremder Stoffe vor uns. Wie kiirzlich 
gezeigt wurde, reagiert der schwangere Organismus auf art- 
eigenes, jedoch blutfremdes Zellmaterial genau so, wie auf 
artfremdes.’) 

Wahrend der Hungerperiode findet ohne Zweifel ein 
lebhafter Transport von Zellmaterial statt. Wir wissen, daB 
manche Organe lange Zeit ihren Bestand beibehalten, wahrend 
andere rasch abnehmen. Man stellt sich allgemein vor, daB 
die ersteren Organe auf Kosten der letzteren ihren Bestand 
moglichst lange aufrecht erhalten, bis dann schlieBlich schwere 
Stérungen aller Art auftreten und der Organismus zugrunde 
geht. Zundchst wird ohne Zweifel nur abgebautes Material 
aus den Zellen an das Blut abgegeben. Es ist denkbar, dab 
schlieBlich auch Stoffe itibergehen, die noch zelleigen und in- 
folgedessen blutfremd sind. Diese Fragestellungen lassen sich 
zurzeit mit keiner feineren und besseren Methodik verfolgen 
als durch den Nachweis bestimmter Fermente im Blut. 

Unsere Versuchsanordnung war eine sehr einfache. Wir 
priiften in der in der friiheren Mitteilung angegebenen Weise 
das Spaltvermégen des Blutes und des Serums unter Anwendung 
von Tributyrin als Substrat bei niichternen Hunden.?) Diese 
hungerten dann lingere Zeit. Von Zeit zu Zeit wurde das Spalt- 
vermégen wieder festgestellt. Bei Versuch 2 erhielt der Hund 
wihrend der Hungerperiode an zwei Tagen vor der Blutent- 
nahme Fett, Kohlenhydrate und Ammonacetat. Der Einflu6 dieser 


Ernahrung ist sehr deutlich. 

') Emil Abderhalden und Miki Kiutsi, Biologische Unter- 
suchungen tiber Schwangerschaft. Die Diagnose der Schwangerschaft mittels 
der optischen Methode und des Dialysierverfahrens. Diese Zeitschrift, Bd. 77, 
S. 249, 1911. 

*) Wir verwendeten zur Tropfenzahlung den auf S. 169 des «Physio- 
logischen Praktikums» von Emil Abderhalden (Julius Springer 1912) 
abgebildeten Apparat. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVIII. 27 
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Die folgenden Kurven geben die erhaltenen Resultate wieder. 
Wir fanden, da das Blut und das Serum beim niichternen, gut 
genaihrten Hunde Tributyrin gar nicht oder héchstens gering- 
fiigig zerlegt. Sobald das Tier hungert, tritt Spaltvermégen auf. 
Es nimmt, wenigstens bei Versuch 1, mit der Dauer der Hunger- 
periode zu. Bei Versuch 1 hatte der Hund 1,9 kg an KOrper- 
gewicht verloren, bei Versuch 2 1,38 kg und bei Versuch 3 
1,9 kg. Nach unseren sonstigen Beobachtungen méchten wir 
die Ergebnisse unserer Versuche, die sich auch mit friiheren, 
nicht veroffentlichten, decken, im Sinne eines vermehrten Fett- 
transportes deuten. Das Fett nimmt gegentiber den Kohlen- 
hydraten und Proteinen ohne Zweifel eine Sonderstellung ein. 
Es wird einmal dem Blute zum groften Teil unter Umgehung der 
Leber zugefiihrt. Es verschwindet ferner sehr bald wieder aus 
ihm bis auf eine geringe Menge. Wahrend wir fiir den Gehalt 
des Plasmas an Wasser, Salzen, Proteinen, Kohlenhydraten 
stets anniihernd gleiche Werte finden, ist das bekanntlich fiir 
das Fett nicht der Fall. Nach einer fettreichen Mahlzeit konnen 
wir das Fett des Blutes direkt abrahmen. Ein grofer Teil des 
Fettes befindet sich ohne Zweifel nur voriibergehend im Blute. 
Vor seiner Entfernung soll es nach der Vorstellung mancher 
Autoren in seine Komponenten zerlegt werden. Unsere Beob- 
achtungen sprechen ebenfalls fiir eine solehe Annahme. Die 
von uns verwendeten Versuchstiere waren bei der ersten Blut- 
entnahme niichtern. Sie waren vorher fast ausschlieBlich mit 
Hundekuchen gefiittert worden. Bei der ersten Untersuchung 
zeigte das Blut und auch das Serum kein deutliches Spaltver- 
mogen fiir Tributyrin. Wir diirfen daraus vielleicht den SchluB 
ziehen, da das nicht ins Blut hinein geh6drende Fett dieses 
schon verlassen hatte. Bei den Versuchen der friiheren Mit- 
teilung hatten wir nach Fleischfiitterung ein relativ hohes Spalt- 
vermogen fiir Tributyrin erhalten, noch viel mehr war es an- 
gestiegen, wenn wir grofe Mengen von Fett — Riib6l, Hammel- 
talg — zufiihrten. Wir diirfen vielleicht jedes aufgenom- 
mene, nicht fiir langere Zeit im Plasma verbleibende 
Fett im strengen Sinn des Wortes als blutfremd be- 
trachten. Die in der ersten Mitteilung beobachtete, vermehrte 
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Einwirkung auf Tributyrin ist demnach in erster Linie auf das ver- 

mehrte Vorhandensein von Fett im Blut zu beziehen — hervor- 
| gerufen durch die grofSe Zufuhr — und erst in zweiter Linie auf 
die Natur des Fettes. Der EinfluB der Art des Fettes bedarf 
noch weiterer Studien. Sie sind bereits in Angriff genommen. 
Wenn wir die besondere Steliung des Fettes in Betracht 
ziehen, d. h. den Umstand beriticksichtigen, dai eiweifspaltende 
und peptonzerlegende Fermente und ferner kérper- und blut- 
' fremde Zucker spaltende Agenzien ausschlieflich nur dann in der 
Blutbahn anzutreffen sind, wenn kérper- und blutfremde Pro- 
i teine resp. Peptone resp. Kohlenhydrate unter ganz besonderen 
. Umstinden, d. h. ausnahmsweise in den Kreislauf gelangen, 
wahrend die Fette offenbar, zum Teil wenigstens, stets auch 
dann, wenn sie den Verdauungskanal passiert haben oder Korper- 
zellen verlassen, dem Blute fremd bleiben, so kommen wir, wie 
oben schon erwiihnt, zum Schlusse, da’ unsere Beobachtungen 
ohne Zweifel einen vermehrten Fetttransport wahrend der 
Hungerperiode anzeigen. 


Hund 1 Blob (OS ecm) Hund 1 Serum (10ccm) Hund 1 Blut (05 ccm) a Hund 1 Serum (10cm) 
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Uber das Sturin.') 


Von 
A. Kossel und F. Weiss. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


Die folgenden Untersuchungen sollen dazu dienen, die 
freien und reaktionsfahigen Gruppen im Molekiil eines der ein- 
fachsten Proteine, des Sturins, festzustellen und durch Ver- 
gleichung dieser Ergebnisse mit denen der Hydrolyse eine 
Vorstellung von dem Bau des Molekiils zu erhalten. Selbst- 
verstiindlich suchen wir die Bedeutung dieser Arbeiten nicht 
in der Aufklérung der Konstitution dieses speziellen, wenig 
verbreiteten Protamins, sondern in der Ubertragung der an 
ihm gewonnenen Anschauungen auf die Proteinstoffe im all- 
gemeinen. 

Die Vorstellungen iiber die Konstitution dieses K6rpers, 
welche beim heutigen Stande unserer Kenntnisse in erster Linie 
zu diskutieren sind, scheinen uns die in der folgenden Formel 
dargestellten zu sein. Als ein charakteristischer Teil des Sturin- 
molekiils ist folgende Atomgruppierung anzusehen: 


... MH—CH—oO : NH — CH—CO—'—NH—CH—CO ....... 


| 3 | 3 | 
R 3 R, R, 
Hierbei kénnen die Zeichen R, R,, R, usw. folgende 


Werte haben: 
a) —C,H,—NH—CNH—NH, 


A= CH 
b) —CH, —C¢ | 
“SCH — NH 
c) —C,H,NH, 
d) —CH, 
e) —C,H, 


') Vorlaufig mitgeteilt in den Sitzungsberichten der Heidelberger 
Akademie der Wissenschaften, 30. Marz 1912. 
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Uber die Reihenfolge, sowie iiber die relativen und absoluten 
Mengen der unter a), b), c) usw. bezeichneten Gruppen soll 
die Formel nichts aussagen. Auch ist es nicht ausgeschlossen, 
daB neben den in der Formel dargestellten Atomverkettungen 
noch andere, den Proteinen eigentiimliche Gruppierungen vor- 
handen sind. 

Findet nun an den durch die punktierte Linie bezeich- 
neten Stellen eine Aufspaltung unter Wassereintritt statt, so 
erfolgt die Bildung folgender Produkte: 

a) Arginin 

b) Histidin 

c) Lysin 

d) Alanin 

e) Leucin oder ein Isomeres. 

Menge der hydrolytischen Spaltungsprodukte. Fiir alle Unter- 
suchungen dieser Art ist es zunachst wichtig, die Menge der 
in dem Sturin enthaltenen Bausteine mdglichst genau zu er- 
mitteln. Nun sind die Methoden zur quantitativen Bestimmung 
der basischen Spaltungsprodukte seit den im Jahre 1900 aus- 
gefiihrten Untersuchungen von A. Kossel und F. Kutscher') 
in mancher Hinsicht verbessert worden und es war deshalb 
eine erneute Bestimmung derselben wiinschenswert. 

Das fiir diese Analysen verwendete Sturin wurde in der 
friher beschriebenen Weise?) dargestellt und durch die Ab- 
scheidung als Ol und als Pikrat gereinigt. 

Das Ergebnis dieser Bestimmungen ist in der folgenden 
Zusammenstellung enthalten. Die Zahlen geben das Verhiiltnis 
des Gesamtstickstoffs zum Basenstickstoff an. Die Kolonne Il 
enthalt die durch Wagung der krystallisierten Salze ermittelten 
Werte. Da kleine Verluste hierbei unvermeidlich sind, sind sie 
als Minimalwerte anzusehen. Die Kolonne I ergibt die Stick- 
stoffwerte der ganzen Fraktion, aus welcher die Basen gewonnen 
sind, also Maximalwerte. Die richtigen Werte liegen beim Lysin 
den Minimalzahlen néher. 





') A. Kossel und F. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. 31, S. 184 


(1900). 
*) A. Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. 25, S. 165 (1898). 
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Von 100 Teilen Stickstoff entfallen auf: 


I II 

Arginin 67,4 66,7 
Histidin 10,1 9,0 
Lysin 7,9 5,5 
Im Barytniederschlag zuriickgeblieben 5,0 
Im Silberniederschlag zuriickgeblieben 1,7 
Im Filtrat der Phosphorwolframsaurefallung 

(« Monoamidosauren > ) 8,6 


Vergleicht man diese Zahlen mit den friiher von A. Kossel] 
und F. Kutscher angegebenen, so ergibt sich folgendes: 
Prozente des Gesamtstickstoffs 
A. K. u. F. K. A. K. u. F. W. 


Argininfraktion 63,5 67,4 
Histidinfraktion 11,8 10,1 
Lysinfraktion 8,4 7,5 


Sdurebindungsvermdgen des Sturins. Vergleicht man die 
Ergebnisse der vollstindigen Hydrolyse mit dem Séurebindungs- 
vermégen des Sturins, so gelangt man zu Ergebnissen, welche 
fiir die Beurteilung der obigen Formel von Bedeutung sind. 
In dem gegebenen Schema ist die Carboxylgruppe des Arginins 
mit der Amidogruppe eines benachbarten Amidosdurerestes, 
hingegen die a-Amidogruppe des Arginins mit einer Carboxyl- 
gruppe unter Wasseraustritt verbunden — somit bleibt die einem 
Baseniiquivalent entsprechende Guanidingruppe frei und reaktions- 
fahig. Es mu8 also dieser Formel gema8 jedem Molekiil des 
im Protamin gebundenen Arginins ein Basendquivalent ent- 
sprechen. Dies ist auch bei denjenigen Protaminen, welche 
nur Arginin und keinen anderen Baustein enthalten, der Fall 
— wie friihere im hiesigen Institut ausgefiihrte Untersuchungen 
erwiesen haben. Das Séurebindungsvermégen des Salmins ist 
genau so grof, wie der Menge der in ihm enthaltenen Guanidin- 
gruppen entspricht. 

Beim Sturin ist jedoch dies Verhialtnis ein anderes. Nimmt 
man auf Grund der oben mitgeteilten Analyse an, daB von je 


') Vel. z. B. M. Goto, Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 94 (1902). 
*) Berechnet aus friiheren Analysen, z. B. denen von Goto (l. c.). 
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100 Stickstoffatomen des Sturins 67 in Form von Arginin ent- 
halten sind und zieht man in Betracht, daBb auf je vier Atome 


des Argininstickstoffs ein basisches Aquivalent zu rechnen ist, 


so wurden auf 100 Stickstoffatome des Sturins nur o, also 


etwa 17 durch die Guanidingruppe des Arginins bedingte ba- 
sische Aquivalente vorhanden sein. Da nun aber die basischen 
Aquivalente des Sturins ungefihr zu 24 fiir 100 Atome Stick- 
stoff gefunden sind, so ergibt sich, daB auch Histidin und Lysin 
an der Basicitét des Sturins beteiligt sein miissen. 

_Nun kénnen die basischen Eigenschaften der das Protamin- 
molekiil bildenden Bausteine in verschiedener Weise — direkt 
oder indirekt — zur Geltung kommen. Es konnte z. B. eine 
Monoamidosaure, etwa Alanin, dem folgenden Schema B. gemaf 
an den Guanidinrest angefiigt sein. 


tah abil etn Jo. ve. NH indee06 bes 
a du, CH, 
NH NH 
‘ = NH é = NH 
NH, NH—CO— CH—-NH, 


| 
CH, 


Es ware moglich, daf das ganze System in dem Falle B. 
dieselbe Basicitaét besitzt, wie bei der unter A. angefiihrten 
Verkettung. Analoge Erwagungen kénnen auch fiir die Histidin- 
und Lysingruppe angestellt werden. Es erwies sich also als 
notwendig, durch weitere Versuche eine Aufklarung dariber 
zu geben, ob die Wasserstoffatome an den basischen Gruppen 
der Zweigketten frei sind oder nicht. 

Fiir das Histidin ist schon durch die bisherigen Unter- 
suchungen die Gewifheit gegeben, daf alle drei Wasserstoff- 
atome des Imidazolkerns in freiem Zustand vorhanden sind. 
Nach den folgenden Untersuchungen ist diese Annahme auch 
beztiglich Arginins und Lysins zulassig; sie erscheint jedenfalls 
beim heutigen Stande unserer Kenntnisse als die einfachste 
und nachstliegende. 


od a ten neat on — 
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Die Reaktionsfahigkeit des Imidazolkerns im Sturin ist durch 
die Versuche von H. Pauly festgestellt worden. Pauly’) zeigte, 
dai die Kuppelung mit Diazobenzolsulfosiure, zu deren Zustande- 
kommen nach Burian?) das Vorhandensein der freiem Imido- 
gruppe des Imidazolkerns erforderlich ist, auch am Sturin- 
molekiil vor sich geht. Hirayama’) fihrte nun die Benzol- 
sulfo- oder die Naphthalinsulfogruppe in das Sturin ein und 
stellte fest, dafB nunmehr diese Reaktion nicht mehr vor sich 
geht. Es miissen also die fiir das Zustandekommen dieser Re- 
aktion erforderlichen Wasserstoffatome durch Saurereste sub- 
stituierbar sein. Eine weitere Schlubfolgerung ergibt sich aus dem 
Jodbindungsvermégen des Sturins. Nach den Untersuchungen 
von Pauly‘) ist dasselbe unter den von ihm angewandten 
Bedingungen ebenso groB wie das Jodbindungsvermégen des 
in ihm enthaltenen Histidins. Dadurch hat Pauly festgestellt, 
dafs sich an den Ringkohlenstoffatomen des im Sturin ver- 
ankerten Histidins zwei durch Jod substituierbare Wasserstoff- 
atome befinden. Somit ist die Schlubfolgerung gerechtfertigt, 
daB alle drei Wasserstoffatome im Imidazolkern des Sturins, 
ebenso wie im Histidin selbst, frei und an der Peptidbindung 
nicht beteiligt sind. 

Uber die Bindung des Arginins und Lysins ergaben sich 
wertvolle Aufschliisse aus den Versuchen tiber die Einwirkung 
der salpetrigen Siéiure. Van Slyke®) hat vor kurzem fest- 
gestellt, dali die salpetrige Saéure unter bestimmten Bedingungen 
in der Weise auf die Proteinderivate einwirkt, da8 die in Peptid- 
bindung vorhandenen Imidgruppen und ebenso die Guanidin- 
gruppe nicht angegriffen wird, daf hingegen die Amidogruppe 
der Amidosauren unter Stickstoffentwicklung quantitativ zer- 
setzt wird. A. Kossel und A. T. Cameron®) haben nun das 

1) H. Pauly, Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 508 (1904). 

*) Burian, Ebenda, Bd. 43, S. 502 (1905). 

*) Hirayama, Ebenda, Bd. 59, S. 285 (1909). 

*) Pauly, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 43, S. 2243 (1910). 

5) Van Slyke, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 43, S. 3170 (1910); 
Journ. of Biol. Chem., Vol. 9, p. 185 (1911). 


*) A. Kossel und A. T. Cameron, Diese Zeitschrift, Bd. 76, 
S. 457 (1912). 
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Salmin und Clupein mit Hilfe dieses Verfahrens untersucht und 
gefunden, dafi diese Protamine hierbei keinen Stickstoff ent- 
wickeln. Wire in ihnen gemaB der oben in Erwigung gezogenen 
Formel B. Seite 405 eine nicht zum Guanidin gehérige Amido- 
gruppe vorhanden, so hitte sich eine Stickstoffentwicklung ein- 
stellen miissen. Auf Grund dieses Versuchs ist also das Vor- 
handensein einer freien Guanidingruppe anzunehmen. 

Schon friiher hatten Skraup und Hoernes beobachtet, ') 
dafi das Casein und Glutin durch salpetrige Saure in Substanzen 
iibergefiihrt werden kénnen, welche bei der Hydrolyse kein 
Lysin liefern. A. Kossel und A. T. Cameron, welche — wie 
eben erwaéhnt — bei den lysinfreien Protaminen keine Ein- 
wirkung der salpetrigen Saure fanden, stellten bei den lysin- 
haltigen Protaminen eine solche fest, und zwar war die 
entwickelte Stickstoffmenge bei dem lysinreicheren Cyprinin 
eine grofere, als bei dem lysinérmeren Sturin. Alle diese Be- 
obachtungen wiesen darauf hin, daf in verschiedenen Protaminen 
eine Aminogruppe des Lysins frei und fiir die Einwirkung der 
salpetrigen Sadure leicht zugianglich geblieben ist. 

Diese Annahme wird durch die folgenden Versuche be- 
statigt. 

10 g Sturinsulfat wurden unter Zusatz von 70 ccm Eis- 
essig in 200 ccm Wasser gelést. Ferner wurden 90 g Natrium- 
nitrit in 400 ccm Wasser gelost. Zu dieser Losung lieben wir 
unter Umriihren durch einen Rihrapparat die Sturinlésung 
tropfenweise hinzutreten. Nach Beendigung der Keaktion wurde 
der grodfere Teil der noch in L6ésung befindlichen salpetrigen 
Saure bei Zimmertemperatur durch Einleiten von Kohlensiiuregas 
ausgetrieben, die Fliissigkeit mit Natronlauge neutralisiert und 
mit Natriumpikrat ausgefallt. Der reichliche Niederschlag wurde 
abfiltriert, ausgewaschen, in schwefelsdurehaltigem Wasser sus- 
pendiert und durch Ather von Pikrinsaure befreit. Die schwefel- 
saure Loésung wurde durch Alkohol gefillt, der Niederschlag 
nochmals in Wasser gelést und die Alkoholfallung wiederholt. 
Die anfangs klebrige Alkoholfallung wurde beim Stehen unter 


') Zd. H. Skraup und Ph. Hoernes, Monatshefte der Chemie, 
Bd. 27, S. 631 und 653 (1906); Bd. 28, S. 447 (1907). 
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Alkohol so hart, daf sie sich leicht zu einem weifen, schwach 
gelbstichigen Pulver zerreiben lieB. Die Ausbeute betrug 8 g. 

Das so gewonnene «Desamidosturin» hatte seine basischen 
EKigenschaften bewahrt, wenn auch das Séurebindungsvermégen 
infolge des Verlustes einer Amidogruppe etwa um ein Fiinftel 
abgenommen hatte. Die durch Alkohol gefallte Substanz war 
ein Sulfat, dessen Schwefelséuregehalt nach dem Trocknen bei 
100° im Mittel 17,44°/o H,SO, betrug, wahrend als Ausgangs- 
material angewandtes Sturinsulfat 21,97°/o H,SO, enthielt. 

1. 0,1811 g Desamidosturin gaben 0,0746 g BaSO,, entsprechend 


17,33°/o H,SQ,. 
2. 0,1624 g Desamidosturin gaben 0,0678 g BaSO,, entsprechend 


17,55°/o H,SO,. 

Das Desamidosturinsulfat war in Wasser leicht léslich 
und wurde ahnlich wie Sturinsulfat durch Ammonsulfat aus 
dieser Lésung ausgesalzen. Es gab die Biuretreaktion und in 
sodaalkalischer Lésung mit Diazobenzolsulfosdéure sofort einen 
scharlachroten Farbstoff, der als Niederschlag ausfiel. 

5 g des Sulfats wurden mit einer Mischung von 15 ccm 
Schwefelséure und 30 ccm Wasser 12 Stunden am Riickfluf- 
kiihler gekocht und dann mit Hilfe des Silberbarytverfahrens 
untersucht. Die Analyse fiihrte zu folgenden Zahlen: 


Prozente des Gesamtstickstoffs : 
Desamidosturin  Sturin 


Argininfraktion 67,6 67,4 
Histidinfraktion 10,1 10,1 
Lysinfraktion 0 5,5 
Monoamidosaurefraktion 12,7 8,6 


Vergleichen wir diese Zahlen mit denen des urspriing- 
lichen Sturins, so sehen wir, daB die Prozente des Histidin- 
und Argininstickstoffs die gleichen geblieben sind. Es beweist 
also dieser Versuch — in Ubereinstimmung mit den oben er- 
wahnten Resultaten von A. Kossel und A. T. Cameron —, dab 
die Amidogruppen des Arginins durch die salpetrige Saure nicht 
angegriffen werden. Die prozentische Steigerung des Arginin- 
und Histidinstickstoffs, welche durch den Wegfall des Lysins 
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hervorgerufen werden sollte, ist so gering, dah sie in den 
Analysen nicht zum Ausdruck gelangt. 

Bemerkenswert ist der Zuwachs des Monoamidoséure- 
stickstoffs, der offenbar von der Desamidierung des Lysins 
herzuleiten ist. 

Von Bedeutung fiir die Beurteilung der Guanidingruppen 
im Sturin sind auch einige Versuche tiber die Einwirkung der 
Salpetersdure auf das Sturin. A. Kossel und FE. L. Kennaway') 
haben festgestellt, dafi das Clupein durch Salpeterséure in Nitro- 
clupein iibergefiihrt wird. Dieses liefert bei der Hydrolyse durch 
Schwefelsiure Nitroarginin. In gleicher Weise verhilt sich 
das Salmin nach den Beobachtungen von E. Wechsler.?) Hierbei 
tritt die Nitrogruppe in den Guanidinrest ein*) und das Nitro- 
arginin, welches tibrigens auch durch Nitrieren von Arginin 
dargestellt werden kann, ist offenbar als ein Derivat des von 
Thiele‘) dargestellten asymmetrischen Nitroguanidins aufzu- 
fassen. Wir haben die analoge Substanz auch aus dem Sturin 
dargestellt. 

Sturinsulfat wurde in der von A. Kossel und E. L. Ken- 
naway angegebenen Weise in Portionen von 4—5 g nitriert 
und das Nitroprodukt tropfenweise unter Umrihren in Eis- 
wasser gegossen. Das Nitrosturin fiel zunadchst in weiBen Flocken 
aus, welche sich jedoch bald schmierig zusammenballten. Mit 
Eiswasser gewaschen und alsdann mit absolutem Alkohol durch- 
geknetet, erstarrt es zu einer Masse, welche sich leicht zu 
einem schweren gelblichen Pulver verreiben laft. Die Ausbeute 
betrug 80°/o des angewandten Sturinsulfats. 

Der Korper besitzt ebenso wie das Nitroclupein und das 
Nitrosalmin saure Eigenschaften, er ist léslich in verdiinnter 
Natronlauge und aus dieser Lésung durch Sauren fallbar. Die 
Biuretreaktion fallt positiv aus, auch tritt, ebenso wie beim 


‘) A. Kossel und E. L. Kennaway, Diese Zeitschrift, Bd. 72. 
S. 486 (1911). 

*) E. Wechsler, Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 53 (1912). 

*) A. Kossel und F. Weiss, Sitzungsber. d. Heidelberger Aka- 
demie d. Wissensch., 30. Marz 1912. 

*) J. Thiele, Annalen d. Chemie, Bd. 270, S. 1 (1892). 
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Sturin, in sodaalkalischer Lésung die Bildung eines roten Farb- 
stolfs mit Diazobenzolsulfosiure ein. 

8 g des Nitrosturins wurden mit einer Mischung von 24 g 
konzentrierter Schwefelsiure und 48 ccm Wasser 6 Stunden 
am Riickflubktihler gekocht und das Reaktionsprodukt in der 
bekannten Weise mit Hilfe des Silberbarytverfahrens verarbeitet. 
Es wurden folgende Spaltungsprodukte nachgewiesen: Nitro- 
arginin, Arginin, Histidin, Lysin. 

Die Ausbeute an Nitroarginin betrug 0,7 g. Der K6rper 
schmolz scharf bei 229° (unkorr.). Die Stickstoffbestimmung 


gab folgende Werte: 
0,1255 g Substanz gaben 34,4 ccm Stickstoff bei 14° und 749 mm Bar. 


Gefunden : Berechnet fiir C,H,,N,0,: 
Stickstoff 31,6 31,96 °/o. 

Die Menge des Arginins war nur eine geringe; dasselbe 
wurde als Pikrolonat nachgewiesen; ebenso das Histidin. Das 
Lysin wurde in bekannter Weise als Pikrat dargestellt. Die 
Gegenwart des Arginins neben dem Nitroarginin laBt vermuten, 
dafi die Nitrierung des Sturins keine vollstandige gewesen ist. 

Kinwirkung der Alkalien auf Sturin. Wir fihren noch einige 
Beobachtungen an, aus denen sich ein Schlub auf die Bindung der 
Carboxylgruppen des Arginins, Histidins und Lysins ziehen abt. 

Im Laufe unserer Untersuchungen tiber die Einwirkung 
von Alkalien auf Protamine und hoéhere Proteine!) machten 
wir die Beobachtung, daf alle diese Korper durch Natronhydrat 
oder Barythydrat bei Bruttemperatur allmahlich so verandert 
werden, daf ihre optische Aktivitaét stark herabgesetzt wird oder 
verschwindet. Wir haben nachgewiesen, dafi diese Umwandlung 
auf einer Anderung der Konfiguration beruht, denn man erhiilt 
bei der Hydrolyse des inaktiven Clupeins oder Clupeons oder 
Leims sowohl Arginin, wie Ornithin, Histidin und Lysin in 
inaktivem Zustand. 

Ahnliche Resultate haben wir auch beim Sturin erhalten. 

10 g Sturinsulfat wurden in 200 ccm ®/2-Natronlauge gelést, 
die Lésung blieb 6 Tage bei Bruttemperatur stehen. Die Links- 


') A. Kossel und F. Weiss, Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 492 
(1909); Bd. 60, S. 311 (1909); Bd. 68, S. 165 (1910). 
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drehung ging anfangs schnell, spiter sehr langsam zuriick, sie 
war am sechsten Tage fast vollig verschwunden. Die Flissig- 
keit wurde sodann mit Schwefelsiure bis zur sehr schwach 
sauren Reaktion versetzt, mit tiberschiissigem Baryumcarbonat 
angertihrt und durch Erhitzen auf dem Wasserbade von dem 
bei der Reaktion gebildeten Ammoniak befreit. Die filtrierte 
Fliissigkeit wurde nach dem Einengen mit Schwefelsdéure an- 
gesiiuert und in bekannter Weise dem Silberbarytverfahren 
unterworfen. Hierdurch wurde das durch die Natronlauge ab- 
gespaltene und in freiem Zustand in Lésung befindliche Lysin 
von den iibrigen Basen und dem durch Silberoxyd fallbaren 
Gemisch der protonartigen Spaltungsprodukte getrennt. Das 
Lysin wurde in bekannter Weise als Pikrat gewonnen und 
erwies sich als vollig inaktiv. Der durch Silbernitrat und Baryt 
erhaltene Niederschlag, welcher neben etwa vorhandenem Ar- 
ginin und Histidin die Protone, d.h. die peptidartig gebundenen 
Bausteine, enthielt, wurde vom Silber befreit und durch sechs- 
stiindiges Kochen mit 33 volumprozentiger Schwefelsdure vdllig 
hydrolysiert. Aus der Reaktionsfliissigkeit wurde das Arginin 
und Histidin in inaktivem Zustande gewonnen. Das durch die 
Schwefelsdure abgespaltene Lysin war fast ganz inaktiv, es 
war nur eine sehr geringe Beimengung von Kechtslysin nach- 
zuweisen. 

Daf&i diese Racemisierung nicht etwa durch eine nach- 
tragliche Wirkung des Natronhydrats auf das bereits abge- 
spaltene Arginin bewirkt sein kann, geht aus unsern friiheren 
Versuchen hervor. Ebenso laBt sich auch beim Histidin fest- 
stellen, dafi die in obigen Versuchen obwaltenden Bedingungen 


nicht imstande sind, eine Racemisierung herbeizufiihren. 

2 g Histidinchlorhydrat wurden mit 24 ccm /s-Natronlauge bei Brut- 
temperatur digeriert. Die Untersuchung der alkalischen Lésung unmittel- 
bar nach ihrer Herstellung ergab im 10 cm-Rohr eine Drehung von 1,0°. 
Diese Drehung verianderte sich auch nach einer Einwirkungsdauer von 
60 Tagen nicht. Ebenso unwirksam war Barythydrat. 

Nach den interessanten Beobachtungen von H. D. Dakin‘) 
an Hydantoinen ist anzunehmen, da’ diese Racemisierung 


auf die Bildung einer Enolform zuriickzufiihren ist, bei welcher 
’) H. D. Dakin, Americ. Chem. Journ., Vol. 44, Nr. 1 (1910). 
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das Kohlenstoffatom der Gruppe CH seine asymmetrische Be- 
schaffenheit verliert. Die obige Formel wiirde also in der al- 
kalischen inaktiven Losung folgendermafen zu schreiben sein: 


NH — C = COH — NH—C =COH—NH..... 
R R, 


Bei der hydrolytischen Spaltung wiirden aus der Enolform 
inaktive Reaktionsprodukte hervorgehen. 

H. D. Dakin hat sogleich auf die Bedeutung der Enolform 
fir die Erklarung der bei den Proteinen beobachteten Inaktivie- 
rung aufmerksam gemacht und zugleich angedeutet, daB es még- 
lich ist, auf diesem Wege festzustellen, ob die Carboxylgruppe 
der Amidosauren frei ist oder nicht, denn nur in letzterem Falle 
kann die Racemisierung eintreten. 

Diesen Anschauungen von H. D. Dakin gemaB ist also 
aus der Inaktivierung durch Natronhydrat der SchluB zu ziehen, 
dais die Carboxylgruppen der Arginin-, Histidin- und Lysin- 
molekiile bei ihrer Bindung im Sturin verstopft sind. Auch dies 
stimmt mit der obigen Formel tiberein. 

Partielle Hydrolyse des Sturins. Wiahrend die Unter- 
suchungen iiber die hydrolytische Spaltung des Clupeins gewisse 
Aufklirungen iiber die Verteilung der Argininreste gegeben 
haben,') ist iiber die Anordnung der Bausteine im Molekil des 
Sturins nichts bekannt. Es erhebt sich die Frage, ob es nicht 
moglich ist, durch partielle Hydrolyse Bruchstiicke des Molekiils 
zu gewinnen, deren Untersuchung einen Schlu8 auf die Ver- 
teilung der Bausteine zulaBt. Wir haben derartige Unter- 
suchungen ebenfalls in Angriff genommen, doch haben sich in 
diesem Falle nicht so einfache Resultate ergeben, wie sie bei 
den friiher im hiesigen Institut ausgefiihrten Arbeiten iiber die 
partielle Spaltung des Clupeins zu erzielen waren. Durch un- 
vollstindige Hydrolyse konnten wir Produkte erhalten, welche 
eine andere Zusammensetzung hatten, wie das urspriingliche 
Protamin, z. B. lieBen sich aus dem Gemisch der hydrolytischen 
Zersetzungsprodukte protonartige Substanzen gewinnen, welche 
reicher an Histidin und Arginin und drmer an Lysin, sowie an 


') A. Kossel und H. Pringle, Diese Zeitschrift, Bd. 49, S. 301 
(1906). 
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Monoamidosiuren waren, hingegen andere, welche wenig Histidin 
und viel Lysin enthielten. Durch passende Wahl der Fillungs- 
mittel hatten wir uns hierbei gegen die Méglichkeit der Bei- 
mengung von freiem Arginin, Histidin und Lysin, sowie von 
freien Amidosiiuren geschiitzt. Wir verzichten auf eine Be- 
schreibung unseres Verfahrens, da dasselbe keine Gewiahr dafiir 
bietet, daBb wir vollig reine Produkte in Hiinden gehabt haben, 
da somit ohnehin bis jetzt noch keine weitergehenden Schliisse 
aus diesen Analysen gezogen werden kénnen. Diese Analysen- 
zahlen wirden eine grofiere Bedeutung erlangen, wenn es gelinge, 
auf anderem Wege Produkte von der gleichen Zusammensetzung 
zu erhalten. 

Einige der von uns gewonnenen protonartigen Bruchstiicke 
des Sturinmolekiils hatten folgende Zusammensetzung : 

Von 100 Teilen Stickstoff entfallen auf 

die Arginin- die Histidin- die Lysin- 


fraktion fraktion fraktion 
im Proton I 70,2 15,9 3,0 
> II 75,4 3,5 1,7 
» III 76,3 9,4 3,4 
» IV 76,8 4,3 8,5. 


Das einzige Bruchstiick des Sturins, welches bisher in 
reinem Zustand aus dem Sturin erhalten ist, ist anscheinend 
der von A. Kossel und A. Mathews!) durch Trypsinver- 
dauung erhaltene Kérper, welcher als Silbernitratverbindung in 
schénen Krystallen zu gewinnen war und die Zusammensetzung 
C,3H,,N,0, zeigte. 

Wir ziehen aus diesen Untersuchungen den SchluB, dab 
das am Eingang dieser Mitteilung aufgestellte Schema fir die 
Zusammensetzung des Sturins den bisher bekannten Tatsachen 


am besten entspricht. 
Die Untersuchungen werden im hiesigen Institut fortgesetzt. 


Heidelberg, 4. April 1912. 





') A. Kossel und A. Mathews, Diese Zeitschrift, Bd. 25, S. 193 
(1898). 
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Notizen tiber die chemische Zusammensetzung der 
Tuberkelbazillen. 
Von 


Theodor Panzer. 


(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1912.) 


Im Anschlusse an meine Untersuchungen tiber die Goussia 
gadi (Eimeria gadi),') ein zu den Coccidien gehoériges Protozoon, 
wollte ich zum Vergleiche die chemische Zusammensetzung 
einiger Bakterien heranziehen. Ich wahlte zunachst den Tuberkel- 
bacillus, weil mir dieser eben in entsprechender Menge zur 
Verfiigung stand. Die Literatur weist zwar verhiltnismabig 
viele Untersuchungen iiber die Zusammensetzung des Tuberkel- 
bacillus (Ruppel, Bendix, de Schweinitz und Dorset, Kres- 
ling, Auclair und Paris, Tontes, Aronson, Deycke u. a.) 
auf, doch entsprachen diese insofern nicht meinem Zwecke, 
als sie keinen Uberblick iiber die Hauptbestandteile des Tuberkel- 
bacillus gestatten. Von diesem letzteren Gesichtspunkte aus 
stellte ich daher folgende Untersuchung an. 

Tuberkelbazillen, welche auf Glycerinbouillon geziichtet 
waren,?) wurden durch Kochen getotet, auf Filtern gesammelt, 
unter wiederholtem Verteilen in Wasser griindlich mit Wasser 
ausgewaschen und im Vakuum iiber Chlorcalcium getrocknet. 

Das Gewicht der trockenen Bazillen betrug 2,7 g. Sie 
wurden fein zerrieben und nacheinander extrahiert: 

1. mit Ather, 

2. mit Alkohol, 

3. mit Wasser, 


') Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 109. 
*) Ich verdanke das Material der Liebenswiirdigkeit des Herrn 
Dr. J. Schniirer, Professor an der tierarztlichen Hochschule in Wien. 
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aa 


mit !/20-n-Salzsdure, 
mit !/20-n-Sodalésung, 
mit !/20-n-Natronlauge, 
mit heifem Wasser, 
. mit 2°/oiger Kalilauge. 

Das Wasser (3), die Salzsiure (4), die Sodalésung (5), 
die Natronlauge (6) und die Kalilauge (8) hatten nur geringe 
Substanzmengen aufgenommen; das meiste ging in den Ather (1), 
den Alkohol (2) und das heife Wasser (7), und aufberdem blieb 
noch ein betrachtlicher Anteil der Bacillen bei der Behandlung 
mit den genannten LOsungsmitteln ungelést. 

Das Fett der Tuberkelbacillen ist insbesondere von K. J. 
Kresling’) und A. Fontes?) eingehend untersucht worden; 
unter anderem haben sie nachgewiesen, dab das Fett der Tu- 
berkelbazillen frei von Cholesterin ist, daB es aber einen anderen 
hdheren Alkohol enthalt. 

Bei der mir zur Verfiigung stehenden Fettmenge durfte 
ich nicht hoffen, meine Untersuchung auch nur halbwegs so ein- 
gehend gestalten zu kOnnen wie die genannten beiden Forscher ; 
ich wollte jedoch das Material nicht ungeniitzt verwerfen und 
habe daher die Windaussche*) Digitoninmethode darauf an- 
gewendet. 

Da meine Digitoninvorraéte aufgebraucht waren und Di- 
gitonin zurzeit im Handel nicht zu haben war, so habe ich 
mir Digitonin selbst aus Digitalisblittern dargestellt. 

Gepulverte Digitalisblatter wurden mit 50°/oigem Alkohol 
ausgezogen. Diese Digitalistinktur wurde in Portionen von 
1—21 in heiBem Zustande mit einer heiBen Lésung von Cho- 
lesterin in 95°/oigem Alkohol vermischt. Beim Erkalten schied 
sich das ganze Cholesterin, zum Teile gebunden an Digitonin 
wieder aus. Die Fallung des Digitonins war allerdings nicht 
vollstandig, indem in der von dem Niederschlage abgesaugten 
Mutterlauge sich noch Digitonin nachweisen liefi. Der Nieder- 
schlag wurde mit 95°/oigem Alkohol ausgekocht, wodurch die 


nD or 


1) Arch. des Sc. biolog. St. Pétersbourg, 9., 359. 
*) Zentralblatt f. Bakter. u. Parasitenkunde, I. Abt., B. 49, S. 317. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 110. 
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Hauptmenge des freien Cholesterins wieder gelést wurde. Diese 
Losung konnte zur Fallung weiterer Portionen von Digitalis- 
tinktur verwendet werden. 

Die gesammelten Niederschlige wurden andauernd mit 
siedendem Xylol extrahiert und das vom Xylol nicht geléste 
Rohdigitonin weiter gereinigt. 

GewiB ist diese Methode der Gewinnung von Digitonin 
nicht gerade billig; doch kommt fast nur der Preis der Digitalis- 
blatter und der grofen Mengen Weingeistes in Betracht; denn 
das verwendete Xylol und das gesamte Cholesterin wird wieder 
zurickgewonnen, und zwar letzteres in leicht zu reinigendem 
Zustande. Ich verdéffentliche dieses Verfahren, einerseits weil 
es eine neue Anwendungsform der Digitonin-Cholesterinfallung 
darstellt, anderseits weil es erlaubt, in einem physiologisch- 
chemischen Laboratorium, in welchem ja gew6dhnlich einige 
Vorriite an Cholesterin zu finden sind, ohne diese zu schaédigen, 
verhiltnismabig bequem ausreichende Mengen von Digitonin zu 
gewinnen, wenn solches anderwirts nicht zu bekommen ist. 
Kann man noch dazu etwa digitoninreiche Fabrikationsabfalle 
bekommen, dann wiirde natiirlich ein solches Digitonin auch 
ganz erheblich billiger kommen. 

Ich habe auch versucht, statt Cholesterin den wohlfeileren 
Amylalkohol zu verwenden, doch gab dieser offenbar wegen 
der groBen Verdiinnung in meinen Digitalisausziigen keinen 
Niederschlag. 

Der im Soxhletschen Apparate aus den 2,7 g trockenen 
Tuberkelbacillen gewonnene Atherauszug (1) wog in getrock- 
netem Zustande 0,2904 g, entsprechend 10,75°/o. 

Dieses Fett wurde in Alkohol gelést und die Lésung in 
iiblicher Weise mit Digitonin gefallt,') der getrocknete Nieder- 
schlag wog 0,0113 g. Das im Filtrate enthaltene Fett wurde 
in Benzol gelést und mit Natriumn und Alkohol verseift. Die 
Fettsiuren in Chloroform gelést addieren Brom. 

Der «unverseifbare Riickstand», das sind die hdheren 
Alkohole, wurde in Alkohol gelést und die Lésung wieder mit 


‘) Hier und im iibrigen den Windausschen Vorschriften (I. c.) 
folgend. 
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Digitonin gefillt. Das Gewicht dieses Niederschlages betrug 
0,0035 g. 

Das Filtrat wurde auf dem Wasserbade verdampft, der 
Abdampfriickstand mit Wasser und Petrolither aufgenommen; 
der durch wiederholtes Ausschiitteln mit Wasser gereinigte 
Petrolather hinterliefi beim Verdunsten einen farblosen, durch- 
wegs aus oktaederihnlichen Krystallen bestehenden Riickstand. 
Diese Krystalle waren in Wasser unloéslich. Sie listen sich in 
Alkohol auf; diese Lésung wurde nach Zusatz von Phenol- 
phthalein und einer winzigen Menge von Lauge sofort rot, rea- 
gierte demnach nicht sauer. Die Krystalle gaben nicht die 
Liebermannsche Cholestolreaktion und gaben mit konzen- 
trierter Schwefelsiiure keine Rotfirbung. 

Die beiden mit Digitonin erzeugten und gewogenen Nieder- 
schlige wurden anhaltend mit siedendem Xylol behandelt. Die 
beiden Xyloll6sungen hinterliefBen beim Verdunsten Riickstinde, 
welche aus Alkohol umkrystallisiert wurden. Sie repriisentierten 
darnach nur zum Teile farblose Krystalle, zum anderen Teile 
eine gelbliche Schmiere. Diese Riickstaénde gaben die Cholestol- 
reaktion nicht. 

So wurde auch durch die Digitoninmethode zweifellos 
nachgewiesen, daf} das Fett der Tuberkelbacillen kein Chole- 
sterin enthalt, wohl aber einen anderen hodheren Alkohol, 
welcher mit Digitonin sich verbindet, und dai mindestens ein 
Teil dieses Alkohols in freiem Zustande, nicht als Ester, in dem 
Fett enthalten ist. 

Im iibrigen aft der von mir erhobene Befund mehrfache 
Deutung zu, wobei insbesondere zu erwdégen wire, ob nicht 
mindestens zwei solcher hoherer Alkohole im Fette der Tuberkel- 
bacillen enthalten sind. Die Menge des Alkohols, welche durch 
Digitonin gefallt worden ist, ist iibrigens nicht sehr grofB; denn 
wiirde man annehmen, dafi die Digitoninniederschlige aus Di- 
gitonincholesterid bestehen, und wiirde man deren Gewicht auf 
Cholesterin umrechnen, so wiirde die Menge des derart suppo- 
nierten Cholesterins nur etwa 1°/o des trockenen Fettes betragen. 

Der alkoholische Auszug aus den Tuberkelbacillen (2) wurde 
verdampft, der Abdampfriickstand mit Wasser behandelt, worin 
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er sich bis auf ein wenig harzige Substanz aufloste. Diese Loésung 
reduzierte Fehlingsche Lésung und hinterlie8 beim Verdampfen 
einen braunlichen, nur zum Teile krystallinischen Riickstand 

Durch die Behandlung der Tuberkelbacillen mit hei&em 
Wasser (7) wurde diesen eine Substanz entzogen, welche in 
trockenem Zustande eine dem arabischen Gummi 4dhnlich aus- 
sehende Masse reprisentierte. Diese Substanz léste sich in 
heiBem Wasser leicht auf. Konzentrierte Lésungen gelatinierten 
beim Erkalten. 

Die Substanz war frei von Stickstoff, Schwefel und Phos- 
phor, sie zeigte auch nicht spurenweise die Farbenreaktionen 
der Eiweifstoffe, dagegen gab sie die Molischsche Reaktion 
mit a-Naphthol. Ihre wasserige L6sung wurde durch Alkohol oder 
durch Bleizuckerlésung gefallt und reduzierte Fehlingsche 
Losung nicht. Wurde dagegen mit verdiinnter Salzsaure ge- 
kocht, dann trat beim Behandeln mit Fehlingscher Lésung 
reichliche Reduktion ein. 

Der ganze noch verfiigbare Rest der Substanz wurde mit 
Salpetersdure oxydiert. Aus dem Reaktionsgemisch konnte 
keine Schleimsaure isoliert werden, dagegen bei entsprechender 
Behandlung eine kleine Menge von Krystallen, welche wie saures 
zuckersaures Kalium aussahen. Das Hauptprodukt der Reaktion 
war Oxalsiure. 

Ich glaube nicht fehlzugehen, wenn ich die gelatinierende 
Substanz als ein Pektin bezeichne, welches jedoch kein 
Galaktan ist. 

Der in allen eingangs aufgezihlten Losungsmitteln un- 
gelést gebliebene Anteil der Tuberkelbacillen war, wie schon 
erwahnt, relativ betrachtlich. Er enthielt Stickstoff und zeigte 
sowohl die Biuretreaktion, als auch die Molischsche Reaktion 
mit a-Naphthol. 

Ein Teil der Substanz wurde mit verdiinnter Salzsaure 
mehrere Stunden im Wasserbade erhitzt; die Substanz wurde 
nur zum Teile gelést, die Lésung reduzierte darnach Feh- 
lingsche Lésung kraftig. 

Ein anderer Teil der Substanz wurde der Verdauung mit 
Pepsin unterworfen. Nach 8 Tagen war die Substanz an- 
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scheinend noch unangegriffen geblieben, die filtrierte Fliissig- 
keit zeigte keine Biuretreaktion, dagegen gab die ungelést ge- 
bliebene Substanz noch starke Biuretreaktion. 

Der durch die eingangs aufgezahlten Losungsmittel nicht 
geloste Anteil der Tuberkelbacillen besteht demnach aus einem 
Gemenge von einem recht resistenten Eiweifstoff und 
einem kohlenhydratéhnlichen Stoffe. 

Nach weiteren Versuchen, welche ich angestellt habe, die 
aber noch zu keinem ganz einwandfreien Resultate, insbesondere 
noch nicht zur Darstellung von reinem salzsauren Glukosamin 
gefiihrt haben, die ich aber zu wiederholen und weiter aus- 
zubauen gedenke, sowie mir wieder Material zur Verfiigung steht, 
und daher hier nicht naher beschreibe, méchte ich schon hier 
die Meinung aufern, daf diese kohlenhydratahnliche Substanz 
mit grofer Wahrscheinlichkeit Chitin ist, analog dem 
Befunde Emmerlings') bei Essigséurebakterien und konform 
mit der von Helbing?) auf anderen Wegen beim Tuberkel- 
bacillus gewonnenen Vermutung. 





1) Ber. d. dtsch. chem. Ges., Bd. 32, S. 541. 
*) Zeitschr. f. wissensch. Mikroskopie, Bd. 18, S. 97. 








Erwiderung an Herrn Marchlewski. 


Von 
Hans Fischer und E. Bartholomius. 


(Aus der II. med. Klinik zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. April 1912.) 


Wir haben in unserer Arbeit tiber Azofarbstoffe substituierter 
Pyrrole bemerkt, die unsicheren Analysenresultate Marchlewskis bei 
dem von ihm entdeckten Haimopyrrolfarbstoff lefien keinen Entscheid zu, 
ob Mono- oder Disazofarbstoff vorliegt. Die von ihm hergestellten Kérper 
kénnen ihrer ganzen Entstehung nach nur Gemische sein. M. hat stets 
mit rohem Hamopyrrol gearbeitet, das eine ganze Reihe von kuppelnden 
Kérpern enthalt. Die Ausbeute an Farbstoffen ist minimal. Ein Beweis 
fiir Einheitlichkeit der analysierten Farbstoffe fehlt usw. 

Die ca. 20 Arbeiten M.’s (nachgezaéhlt nach Zusammenstellung in 
A. 385, S. 189) beweisen, daf§ mit den Azofarbstoffen bei kuppelnden 
Pyrrolgemischen nichts anzufangen ist, eine Erfahrung, die wir durchaus 
bestatigen kénnen. Tatsache ist, daf$ durch die zahlreichen Arbeiten von 
M. auch nicht der geringste Fortschritt in der Haimopyrrolfrage erzielt 
worden ist. 

Fiir uns ist die Himopyrrolfrage mit der Feststellung, dafi der 
Hauptbestandteil des Nenckischen Hamopyrrols (Pikrat vom F.P, 124°) 
ein 3-Athyl-4,5-Dimethylpyrrol ist, vorlaufig erledigt. Ein derartiges, 
trisubstituiertes Pyrrol kann natiirlich keinen Disazofarbstoff bilden. 











Dilatometrische Untersuchungen Gber die Fallungen der 
EiweiBkorper. 


Von 
G. Galeotti. 


Mit einer Abbildung im Text. 


(Institut fiir Allgemeine Pathologie der K. Universitat Neapel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. April 1912.) 








Die hier folgenden Untersuchungen wurden zum Teil mit 
den gewohnlichen Dilatometern, denselben, wie ich sie beim 
Studium der Volumschwankungen bei den enzymatischen Re- 
aktionen!) verwendete, gemacht, zum Teil mit einem Dilato- 
meter, welches gestattet, die bei der Mischung 


zweier Fliissigkeiten eintretenden Volum- | 
schwankungen mit Sicherheit und groBer Leich- é | 
tigkeit zu bestimmen. I 


Dieses Dilatometer (s. Fig. 1) besteht aus | 
einer U-formigen Réhre von ca. 12 mm Durch- | 
messer, in welcher im Mittelpunkt der Kriim- | 
mung eine 50 cm lange Kapillare g eingefiigt 
ist; an den Enden der Schenkel befinden sich 
zwei kleine Réhren ¢ und d von einem Durch- 
messer von ca. 2mm. Man verschliebt zu- 
nachst tiber der Flamme das spitze Ende / 
und fiihrt dann vermittelst Aspiration in a eine 
bestimmte Menge einer der Fliissigkeiten ein, 
die man miteinander vermischen will. Hierauf 
fillt man mit Toluol, wobei man dafir Sorge 
tragt, daf nur diese Fliissigkeit in der Réhre c Fig. 1. 








ARIE toe II Ne te tte 














') Galeotti: Dilatometrische Untersuchungen bei den hydrolytischen 
Spaltungen, Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. 76, S. 1. ; 
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bleibt. Man verschlieit das spitze Ende e tiber der Lampe. 
Nun bricht man das Ende f auf, aspiriert in ) die zweite zu 
vermischende Fliissigkeit, stets in bestimmter Menge, und fiillt 
ganz mit Toluol, bis der Meniskus dieser Fliissigkeit eine an- 
gemessene Hohe in der Kapillare erreicht. Endlich wird das 
Ende f iiber der Lampe wieder geschlossen. Man muf dafiir 
Sorge tragen, dal} in keinem Teile des Dilatometers eine Luft- 
blase zurtickbleibt. 

Alsdann bringt man den Apparat in einen Thermostaten. 
Man wartet, bis vollsténdiges Gleichgewicht der Temperatur 
eingetreten ist, und liest die Hohe des Meniskus in der Kapillare 
auf der beigefiigten Skala ab. Hierauf nimmt man den Apparat 
aus dem Thermostaten und bewirkt durch geeignete Bewegungen 
die Mischung der beiden in a und + untergebrachten Flissig- 
keiten. Die Mischung erfolgt sofort, leicht und vollsténdig. 
Alsdann bringt man das Dilatometer wieder in den Thermo- 
staten und, nachdem man sich vergewissert hat, daf das ther- 
mische Gleichgewieht wieder eingetreten ist, liest man auf der 
Skala den neuen Standpunkt des Meniskus ab. 

Die Vorteile dieses Dilatometers sind die folgenden: Grofe 
Kinfachheit der Konstruktion und der Verwendung und Leichtig- 
keit der Fiillung des Apparates: vollstandige Sicherheit, dah 
wihrend der Mischung keine Schwankungen der Kapazitat des 
Dilatometers eintreten, wie dies geschehen kann, wenn Ver- 
schliefungen mit Schmergel vorhanden sind. 

Ich fiige nun noch einige weitere Bemerkungen hinsichtlich 
der Technik hinzu. 

Eine der wichtigsten Kautelen, die man bei dilatometrischen 
Bestimmungen beobachten muf, besteht darin, daf man die 
Gase, die sich in den zum Versuch dienenden Fliissigkeiten 
aufgelist vorfinden, vollstindig entfernt. Wenn man nicht dafiir 
sorgt, wiihrend man das Dilatometer erwarmt oder die in ihm 
enthaltenen Fliissigkeiten vermischt, machen sich Gasblaschen 
frei, die bewirken, dafi die im Apparat enthaltene Masse zu- 
nimmt. Um die aufgelésten Gase zu entfernen, kocht man die 
Fliissigkeiten, die sich auch bei hoher Temperatur nicht ver- 
indern: hinsichtlich der anderen gentigt es, sie bei einer Tem- 
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peratur von ca. 40° eine halbe Stunde oder langer im Vakuum 
zu halten. So verfuhr ich bei den Lésungen von koagulierendem 
Enzym, beim Serum und beim Eieralbumin. 

Die Eieralbuminl6sungen wurden stets sorgfaltig mit Essig- 
sdure neutralisiert und dann filtriert. 

Bei der Verdiinnung der Lésungen, die ich verwendete, 
um das Albumin zu fallen, tritt immer eine Kontraktion ein. 
Ich habe in jedem Falle diese Zusammenziehung bestimmt und 
der erhaltene Wert diente mir dazu, das Resultat der Versuche 
mit Fallung des Eieralbumins zu korrigieren. 

Bei dieser Korrektur bleibt stets ein Irrtum iibrig; denn 
wenn man eine prazipitierende Lésung mit einer Eieralbumin- 
ldsung mischt, wird ein Teil der Molekiile des Reagens durch 
das Protein fixiert. Es bleibt also nach Eintreten der Fallung 
eine Lésung des Reagens tbrig, die noch mehr verdiinnt ist 
als diejenige, welche sich beim Experiment ergibt, das zur 
Bestimmung der Verdiinnungskonzentration des Reagens diente. 
Man k6énnte die Grenzen dieses Irrtums feststellen, wenn man 
die Konzentration des Reagens im Filtrat der Mischung des 
letzteren mit dem Eieralbumin bestimmte und dann die Volum- 
abnahme berechnete, die durch die auf diese Weise erhaltene 
Verdiinnung verursacht wurde. Da es sich aber um sehr kleine 
Werte handelt, habe ich diesen Irrtum unberiicksichtigt gelassen. 

Meine jetzigen Experimente beziehen sich auf die Warme- 
gerinnung des Blutserums und des Eieralbumins, auf die Enzym- 
gerinnung des Blutplasmas und der Milch und auf die Fallung 
des Eieralbumins mit den sogenannten fillenden Reagenzien 
der Eiweifstoffe. 


Beschreibung der Experimente. 
A. Warmegerinnung. 


Ich verwendete ein einfaches, 13 cem fassendes Dilato- 
meter. Die Kapillare war 60cm lang und jeder Zentimeter 
derselben entsprach einem Volumen von 0,008 ccm. Ich bringe 
ins Dilatometer 3 cem Vaselinél und fiille es dann mit der zu 
untersuchenden Eiweifildsung, wobei ich Sorge dafiir trage, daf 
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der Meniskus des Ols in der Skala der Kapillare tief unten 
bleibt. Ich bringe das Dilatometer in den Thermostaten und 
lese, nachdem die Temperatur ins Gleichgewicht gekommen 
ist, auf der Skala die Héhe des Meniskus ab. Hierauf bringe 
ich den Apparat in ein Wasserbad, das ich langsam erwiarme, 
bis das Eiweif geronnen ist, und lasse damn das Bad sich 
ebenfalls sehr langsam abkiihlen, so daf8 der Meniskus ganz 
langsam sinkt und kein Ol infolge der Viskositat lings der 
Wiinde der Kapillare anhaften bleibt. Nun bringe ich das Dilato- 
meter in den Thermostaten bei 33° und lese, nachdem Warme- 
gleichgewicht eingetreten ist, wieder die Héhe des Meniskus ab. 


a) Experimente mit Blutserum. 
1. Experiment. Ich fille das Dilatometer mit Rinder- 
blutserum. 
Hodhe des Meniskus vor der Gerinnung 6,7 
> » » nach » > 6,7 
2. Experiment. 
Hohe des Meniskus vor der Gerinnung 3,5 
» > » nach » » 3,55 
3. Experiment. 
Hoihe des Meniskus vor der Gerinnung 10,6 
. » » nach » » 10,5 


b) Experimente mit Eieralbumin. 


4. Experiment. Ich verwende geschiitteltes und durch 
Baumwolle filtriertes Eieralbumin. 
Hohe des Meniskus vor der Gerinnung 9,15 
. » > nach » » 9,1 
6. Experiment. 
Hohe des Meniskus vor der Gerinnung 12,2 
> ' » nach » > 12,15 


b. Enzymgerinnungen. 
a) Gerinnung des Blutplasmas. 


Ich verwende das oben erwihnte Dilatometer. In einer 
seiner Schenkel bringe ich 1 ccm einer 1°/oigen Calciumchlorid- 
lésung, in den anderen Schenkel 10 ccm Hundeblutplasma, das 
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durch Zusatz von Ammoniumoxalat ungerinnbar gemacht ist. 
Ich bringe das Dilatometer in den Thermostaten bei 33°. Die 
Gerinnung tritt bald nach der Mischung der beiden Filiissig- 
keiten ein. 
7. Experiment. 
Hohe des Meniskus vor der Gerinnung 28,5 
» > > nach » > 28,5 
8. Experiment. 
Hohe des Meniskus vor der Gerinnung 32,6 
» ’ » nach » » 32,6 


b) Gerinnung der Milch. 


Ich verwendete ein einfaches Dilatometer, dessen Kapa- 
zitat 13 ccm betraigt. Ich bringe zuerst 1 ccm Toluol hinein 
und fille dann mit Kuhmilch, die abgerahmt, gekocht und mit 
dem koagulierenden Enzym (Cynarase!)) vermischt ist. Dieses 
ist ein Extrakt in physiologischer Fliissigkeit, von Bliiten von 
Cynara Cardunculus, wie sie in den Késereien gewisser Gegenden 
in Italien verwendet werden. Das Dilatometer wird in den 
Thermostaten bei 33° gebracht. Nach ca. 20 Minuten erfolgt 
die Gerinnung. 

9. Experiment. 

Hohe des Meniskus vor der Gerinnung 30,2 
» » » nach » » 30,2 

Die Héhe des Meniskus andert sich nicht mehr, auch 
wenn das Gerinnsel sich zuriickzieht und das Casein sich vom 
klaren Serum trennt. 

10. Experiment. 

Hohe des Meniskus vor der Gerinnung 29,7 
> » » nach » > 29,7 


C. Umkehrbare Fallung des Eieralbumins. 


Fallung mit Ammoniumsulfat. 
Ich verwende zur Vermischung der Fliissigkeiten das in 





') Rasetti, Cynarasi o l’enzima coaguilante del Cynara Cardunculus. 
— LOrosi, Giornale di Chimica, Farmacia, e Scienze affini — Firenze 
Settembre 1898. 
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Fig. 1 dargestellte Dilatometer. Zunachst bestimme ich die 
Kontraktion, die bei Vermischung einer gesattigten Ammonium- 
sulfatlbsung mit Wasser eintritt. 

In einen Schenkel des Dilatometers bringe ich 10 ccm 
einer gesittigten Ammoniumsulfatl6sung, in den andern 8 ccm 
vorher gekochten Wassers. Das Dilatometer stelle ich in ein 
Bad, dessen Temperatur auf 14° erhalten wird. 

Hohe des Meniskus vor der Vermischung 34,4 
> > > nach » » 19,45 

Die stattgefundene Kontraktion betrug 14,95 cm. Die 
Eieralbuminlésung enthalt 0,5 g in 8 ccm. Sie wird mit einigen 
Tropfen Essigséure neutralisiert, und behufs Extrahierung der 
Gase ins Vakuum gebracht. Die Experimente werden gemacht, 
indem ich in einen Schenkel des Dilatometers 10 ccm der ge- 
siittigten Ammoniumsulfatlosung und in den andern 8 ccm 
der Eieralbuminlésung bringe. 

11. Experiment. 

Hohe des Meniskus vor der Vermischung 37,1 
» » >» nach » » 24,3 

Kontraktion 12,8 cm. 

12. Experiment. 

Hohe des Meniskus vor der Vermischung 38,1 
» > » nach » > 24,3 

Kontraktion 12,45 cm. 

13. Experiment. 

Hohe des Meniskus vor der Vermischung 36,8 
> >» » nach » » 24,35 

Kontraktion 12,65 cm. 

Nimmt man das Mittel aus den bei diesen drei Experi- 
menten erhaltenen Werten, so erhalt man die Zahl 12,63 cm. 
Subtrahiert man diesen Wert von der Zahl, welche die Kon- 
traktion bei der Vermischung der Lésungen von Ammonium- 
sulfat und Wasser reprasentiert, d.h. von 14,95, so erhalt 
man 2,32 cm, eine Zahl, die einem Volumen von 0,0281 ccm 
entspricht. 

Aber die Vermischung von 10 ccm einer gesattigten Am- 
moniumsulfatlésung mit 8 ccm einer Eieralbuminlésung failt 
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doch nicht das ganze Eiweif; ein Teil davon bleibt in Lésung. 
Diese Menge aft sich mit hinlanglicher Anniherung leicht be- 
rechnen, wenn man die Tabelle benutzt, die sich auf Seite 469 
meiner Arbeit «Uber die Gleichgewichte zwischen Eiweif8kérper 
und Elektrolyten-Gleichgewicht im System: Eieralbumin, Am- 
moniumsulfat, Wasser» (Diese Zeitschrift, Bd. 44, Heft 5/6) be- 
findet. Aus dieser Berechnung hat sich mir ergeben, dab 0,12 g 
Albumin von den mit 8 ccm Lésung in das Dilatometer ge- 
brachten, 0,5 g in Lésung bleiben. Mithin kann man folgern, 
dai eine Volumzunahme von 0,0281 cem infolge der Fallung 
von 0,38 g Eieralbumin in 18 cem Fliissigkeit stattgefunden hat. 


D. Partiell irreversible oder irreversible Fillungen. 


Die Fallung des Eieralbumins mit Kupfersulfat und mit 
Silbernitrat ist ein reversibler Vorgang fiir gewisse hohe Kon- 
zentrationen des Salzes oder des EiweiBes (vgl. meine auf S. 433 
zitierte Arbeit); aber bei den jetzt verwendeten mittleren Kon- 
zentrationen ist die Fallung fiir einfache Verdiinnung mit Wasser 
fast irreversibel. Die Fallungen mit Ferrocyankalium und Gerb- 
siiure scheinen total irreversibel zu sein. 


a) Fallung des Eieralbumins mit Kupfersulfat. 


Ich verwende das gewohnliche Dilatometer. Ich prapariere 
eine "/;-Kupfersulfatldsung und eine neutralisierte Eieralbumin- 
lésung, die 0,382 g Albumin in 8 ccm enthalt. Die Bestim- 
mungen werden bei der Temperatur von 12,6° gemacht. 

Bestimmung der Kontraktion bei Verdiinnung der Kupfer- 
sulfatlésung: 

In einen Schenkel des Dilatometers bringe ich 8 ccm 
Kupfersulfatl6sung, in den andern 8 ccm destilliertes Wasser. 
Héhe des Meniskus vor der Vermischung 27,85 
» > » nach » » 27,65 

Kontraktion 0,2 cm. 

14. Experiment. 

In einen Schenkel des Dilatometers bringe ich 8 ccm 
Kupfersulfatlésung, in den andern 8 ccm Albuminlésung. 
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Hoéhe des Meniskus vor der Vermischung 28,6 
» » » nach » » 29,2 


15. Experiment. Auf dieselbe Weise ausgefiihrt. 
Hoéhe des Meniskus vor der Vermischung 29,8 
. ‘ > nach » > 30,4 


Bei beiden Experimenten ist also eine Volumzunahme 
von 0,6 cm eingetreten; diese Zahl ist um 0,2 zu erhdhen, 
weil dies die durch die Verdiinnung der Kupfersulfatlésung 
bewirkte Kontraktion ist. Man kann also folgern, daB bei der 
Fallung des Albumins eine Volumzunahme von 0,8 cm der 
Kapillare, d. h. von 0,00968 ccm stattgefunden hat. 


b) Fallung des Eieralbumins mit Sublimat. 


Ich verwende eine "/s5-Sublimatlésung und eine 0,554 g 
Albumin in 8 ccm enthaltende Eieralbuminlésung. Die Bestim- 
mungen werden bei der Temperatur von 13° gemacht. 

Bestimmung der Kontraktion bei Verdiinnung der Sublimat- 
lésung. Ich bringe in die beiden Schenkel des Dilatometers 
8 ccm Sublimatl6sung und 8 ccm destilliertes Wasser. 

Ho6he des Meniskus vor der Vermischung 13,6 
> > » nach » > 13,6 
Es findet also keine Kontraktion bei der Verdiinnung statt. 


16. Experiment. 
Ich verwende 8 ccm Sublimatlésung und 8 ccm Eier- 


albuminlésung. 
Hohe des Meniskus vor der Vermischung 27,55 
» » » nach » » 27,95 


17. Experiment. Auf dieselbe Weise ausgefiihrt. 
Hohe des Meniskus vor der Vermischung 22,55 
» >» » nach » » 22,9 


18. Experiment. 
Hohe des Meniskus vor der Vermischung 32,5 
» » » nach » » 32,9 


Bei allen drei Experimenten ist bei der Fallung des Al- 
bumins Volumzunahme eingetreten und diese Zunahme betrug 
0.4 bezw. 0,45 und 0,4 cm, 
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c) Fallung des Eieralbumins mit Silbernitrat. 


Ich verwende eine "/s-Silbernitratl6sung und eine 0,548 g 
Eiweif in 8 ccm enthaltende Eieralbuminlésung. Die Bestim- 
mungen werden bei der Temperatur von 13,5° gemacht. 

Bestimmung der Kontraktion bei der Verdiinnung der 
Silbernitratlosung. 

Ich bringe in die beiden Schenkel des Dilatometers 8 ccm 
der Silbernitratldsung und 8 cem destilliertes Wasser. 

Hohe des Meniskus vor der Vermischung 22,1 
» » > nach » » 22,1 

Es ist also keine Kontraktion infolge Verdiinnung zu 
konstatieren. 

19. Experiment. 

Ich verwende 8 ccm Silbernitratl6sung und 8 ccm AIl- 
buminlésung. 

Hohe des Meniskus vor der Vermischung 21,7 

» » » nach » » 22,35 


20. Experiment. 
Hohe des Meniskus vor der Vermischung 26,5 
» » » nach » » 27,15 


21. Experiment. 
Hohe des Meniskus vor der Vermischung 22,1 
> > ? nach » » 22,8 


Bei allen drei Experimenten trat bei der Fallung des 
Albumins Volumzunahme ein, die 0,65 bezw. 0,65 und 0,7 cm, 
d. h. im Mittel 0,00786 ccm betrug. 

Mit dem Silbernitrat wurden weitere Bestimmungen ge- 
macht, um zu sehen, ob die Volumzunahme der Menge des 
gefallten Albumins proportional ist. 

22. Experiment. 

Ich vermische 5,3 ccm Eieralbuminlésung mit 2,7 ccm 
Wasser und bringe das Gemisch in einen Schenkel des Dilato- 
meters. In den andern bringe ich 8 ccm Silbernitratlésung. 

Hohe des Meniskus vor der Vermischung 13,95 
> > » nach » 2 14,35 
Abnahme des Volumens 0,4 cm. 
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23. Experiment. 

Ich vermische 2,7 cem Albuminlésung mit 5,3 cem Wasser 
und bringe das Gemisch in einen Schenkel des Dilatometers. 
In den andern bringe ich 8 cem Silbernitrat. 

Hohe des Meniskus vor der Vermischung 19,95 
> , » nach » > 20,15 
Volumzunahme 0,2 cm. 


Aus den Experimenten 19, 22 und 23 ergibt sich also, 
daB, wihrend die Konzentrationen des Albumins sich wie 3: 2: 1 
verhalten, die Volumzunahmen 0,65 bezw. 0,40 und 0,20 be- 
tragen. Und da ja bei den oben angegebenen Konzentrationen 
der grote Teil des Eieralbumins durch Silbernitrat gefallt wird, 
kann man die Schlubfolgerung ziehen, dafi mit grofer An- 
naherung die Menge des gefallten Albumins und die Volum- 
zunahme einander proportional sind. 


d) Fillung mit Ferrocyankalium. 


Ich verwende eine Ferrocyankaliumlésung, welche 0,6°'o 
dieses Salzes enthiilt, und siuere sie mit einigen Tropfen Essig- 
siure an. Die Albuminlésung enthalt 0,646 g Eiweif in 8 ccm, 
Temperatur 14,6°. 

Bestimmung der Kontraktion infolge Verdiinnung in der 
Ferrocyankaliumlosung. 

Ich bringe in die beiden Schenkel des Dilatometers 8 ccm 
der Ferrocyankaliumlésung und 8 ccm destilliertes Wasser. 

Hodhe des Meniskus vor der Vermischung 27,4 
» » ’ nach » . 27,3 
Kontraktion infolge Verdiinnung 0,1 cm. 
24. Experiment. 


Ich verwende 8 ccm Ferrocyankaliumlésung und 8 ccm 


Kieralbuminlésung. 
Hohe des Meniskus vor der Vermischung 37,55 
> > » nach > » 37,60 


25. Experiment. 
Hohe des Meniskus vor der Vermischung 22.65 
, > > nach » » 22,75 
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Mittel der Volumzunahme bei den beiden Bestimmungen 
0,075 cm. Diesem Werte muf der Betrag der Kontraktion hinzu- 
gefiigt werden, welche durch die Verdiinnung der Ferrocyan- 
kaliumlésung verursacht wurde, nimlich 0,1 cm; mithin betragt 
die Volumzunahme bei der Fillung des Albumins 0,175 cm, 
entsprechend 0,00202 ccm. 


e) Fallung mit Phosphorwolframsiure. 


Ich verwende eine 5,82°/oige Phosphorwolframsaurelisung 
und eine Eieralbuminlésung, die 0,646 ccm EiweiB in 8 ecm 
enthalt. Die Bestimmungen werden bei der Temperatur von 
14,6° gemacht. 

Bestimmung der Verdiinnungskontraktion der Phosphor- 
wolframsiurelésung. 

Ich bringe in die beiden Schenkel des Dilatometers 8 cem 
der Phosphorwolframsaurelésung und 8 ccm destilliertes Wasser. 

Hohe des Meniskus vor der Vermischung 23,8 
» » > nach » oy 23,75 

Verdiinnungskontraktion 0,05 cm. 

26. Experiment. 

Ich verwende 8 ccm Phosphorwolframsiéurelésung und 
8 ccm Elieralbuminlésung. 

Hohe des Meniskus vor der Vermischung 18,4 
» » » nach » ? 18,75 

27. Experiment. 

Hoéhe des Meniskus vor der Vermischung 16,95 
» » » nach » » 17,30 

Die Volumzunahme bei den beiden Bestimmungen betragt 
also 0,4 cm; diesem Werte muf der Betrag der Kontraktion 
hinzugefiigt werden, die durch die Verdiinnung der Phosphor- 
wolframsadurelésung bewirkt wurde, némlich 0,05 cm. Die 
Volumzunahme betragt also 0,45 cm, d. h. 0,00544 ccm. 


f) Fallung des Eieralbumins mit Gerbsdaure. 


Ich verwende eine 6°/oige Gerbsaéurelésung und eine Eier- 
albuminlésung, die 0,646 g Eiweif in 8 ccm enthalt. Die Be- 
stimmungen werden bei der Temperatur von 14,6° gemacht. 

Bestimmung der Verdiinnungskontraktion der Gerbsaure. 
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Ich bringe in die beiden Schenkel des Dilatometers 8 ccm 

der Gerbsadurelésung und 8 ccm destilliertes Wasser. 
Hoihe des Meniskus vor der Vermischung 21,5 
» > > nach » > 21,4 

Verdiinnungskontraktion 0,1 cm. 

27. Experiment. 

Ich verwende 8 cem der Gerbsaurelésung und 8 ccm der 
Kieralbuminlésung. 

Héhe des Meniskus vor der Vermischung 22.0 
2 » > nach » > 22.3 

28. Experiment. 

Hohe des Meniskus vor der Vermischung 27,95 
> , > nach + > 28,25 

Die Volumzunahme bei den beiden Bestimmungen betragt 
0,3 em. Diesem Wert muff der Betrag fiir die durch das 
Diinnerwerden der Gerbsaure verursachte Kontraktion, némlich 
0,1 em, hinzugefiigt werden. Mithin betragt die Volumzunahme 
0,4 em, entsprechend 0,00544 ccm. 

Von der Auffassung ausgehend, dafi die Volumschwan- 
kung bei der Fiillung des Eieralbumins mit den oben erwahnten 
Reagenzien eine additive Eigenschaft der Molekiile des Albumins 
ist (und die Experimente 19, 22 und 23 scheinen diese An- 
nahme zu bestiatigen), dachte ich daran, die erhaltenen experi- 
mentellen Daten auf miteinander vergleichbare Werte zuriick- 
zufiihren. So habe ich die Volumschwankungen berechnet, die 
in einem Liter der verwendeten Lésung eintreten wiirden, wenn 
darin 30 g Eieralbumin prazipitieren (bei den verschiedenen 
Experimenten verwendetle ich wenig voneinander verschiedene 
Lésungen, d. h. solche, welche 0,4—0,6 g Eieralbumin in 8 ccm 
Fliissigkeit enthielten, die dann infolge der Vermischung mit 
dem Reagens 16 ccm wurden). 

Es ist zu bemerken, daf diese Zahlen nur fiir die LOsungen 
von verwendeten Reagenzien gelten, und daf sie einen ge- 
wissen Fehler insofern enthalten, als (wie ich bei der Fallung 
mit Ammoniaksulfat bemerkt habe) eine kleine Menge Albumin 
stets gelést bleibt. Sicher ist, da& die Fallungen der Eiweib- 
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stoffe auf verschiedene Weise erfolgen, je nach den Konzen- 
trationen der verwendeten Lésungen, und dab, was sich in 
bezug auf einige Konzentrationen sagen liéBt, nicht ohne weiteres 
in bezug auf andere wiederholt werden kann.') Auf der fol- 
genden Tabelle sind die Volumschwankungen eines Liters Fliissig- 
keit nach der Fallung des in ihm enthaltenen Eiweibes an- 
gegeben. 
Zusammenfassende Tabelle. 


Volumschwankungen, die ein Liter Fliissigkeit infolge der Fallung von 
30 g Albumin in ihm erfahrt. 














7 | 7 Reagens, das ver- Vol 
“ at wendet wurde, um o1um- 
Art der Fallung Eiweihstoff die Fallung zu | schwankune 
bewirken 
Warmegerinnung | Blutserum — 0 
do. | Eieralbumin ~- 0) 
Enzymgerinnungen | Mit oxalsaurem Calciumchlorid 0 
| Ammoniak 
| versetztes Blut- 
| plasma 
do. | Milch Koagulierendes 0 
| Enzym 
Reversible Fallung| Eieralbumin Ammoniumsulfat +- 2,217 
| (gesatt. Lésung) 
Partiell irreversible | do. n/s-Kupfersulfat -- 0,762 
oder irreversible | 
Fallungen | 
do. | > n/s-Sublimat +- 0,263 
> | . n/s-Silbernitrat -+- 0,420 
> » 0,6°/o Ferrocyan- +- 0,095 
| kalium 
> | > 5,82°/o Phosphor- | -++ 0,254 
| wolframsdure 
’ | > 6% Gerbsaure 4+- 0,254 








Man sieht also, daf sowohl bei der durch Wiarme be- 
wirkten Gerinnung als bei der Gerinnung infolge Einwirkung 
von Enzymen, das Volumen der Eiweifmolekiile nicht variiert, 





') Galeotti, Uber die sogenannten Metallverbindungen der Eiweif- 
kérper nach der Theorie des chemischen Gleichgewichtes. Diese Zeit- 
schrift, Bd. 40, Heft 5 u. 6. 
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wahrend hingegen bei jeder durch Sauren oder Salze bewirkten 
Fallung eine Volumzunahme eintritt. 

Sehr unsicher sind die Hypothesen, die man vorbringen 
kann, um diese Erscheinung zu erkléren. In meinen Arbeiten 
iiber die Volumschwankungen bei den enzymatischen und kata- 
lytischen Prozessen hatte ich gefolgert, da} Volumverminderung 
oder -zunahme eintritt, je nachdem Wassermolekiile in die Zu- 
sammensetzung der geldsten Molekiile so eintreten oder aus- 
treten, dafi sie die Menge des Lésungsmittels vermindern oder 
erhohen. 

Diese Erklarung kénnte man auch bei dem vorliegenden 
Falle annehmen und alsdann die Fillung des Albumins durch 
Sduren oder Salze als einen von Deshydratation des Albumins 
begleiteten Vorgang betrachten, infolgedessen Wassermolekiile 
sich von den Molekiilen des Eiweifstoffes abtrennen. 

Oder man k6énnte auch annehmen, daf die kolloidalen 
Eiweifteilchen, indem sie infolge Einwirkung der Salzmolekiile 
oder der Ionen, die sie absorbieren, ihre elektrische Ladung 
dindern, eine Volumzunahme erfahren. 

So viel ist gewif, daf die Erscheinung bei den Fallungen 
mit verschiedenen Reagenzien einen verschiedenen Grad zeigt, 
wie sich aus den Zahlen der vorstehenden Tabelle ersehen laBt. 


SchluBfolgerungen. 


1. Bei der Warmegerinnung und bei den Enzymgerinnungen 
der Eiweifstoffe treten keine Volumschwankungen ein. 

2. Bei den Fallungen des Eieralbumins vermittelst der 
sogenannten fillenden Reagenzien der Proteine erfolgt immer 
eine Volumzunahme. 

3. Diese Volumzunahme ist verschieden, je nach den ver- 
wendeten Fiallungsmitteln. Sie ist maximal bei der reversiblen 
Fallung mit Ammoniumsulfat, mittelgro& bei den Fallungen mit 
den Salzen der Schwermetalle, minimal bei den Fiillungen mit 
Ferrocyankalium, Phosphorwolframsiure und Gerbsaure. 








ee 























Uber Phosphorvergiftung am Hunde mit partieller Leber- 
ausschaltung (Eckscher Fistel). 


Von 


F. Fischler und K. Bardach. 
(Aus der medizinischen Klinik Heidelberg Prof. v. Kreh].) 
(Der Redaktion zugegangen am 10, April 1912.) 





Die Moéglichkeit einer sehr betréchtlichen funktionellen Aus- 
schaltung der Leber durch vollkommene Ableitung des Blut- 
stromes der Vena portarum in die Vena cava ist durch die 
Anlegung einer Anastomose zwischen beiden Gefafen gegeben. 
v. Eck(?) hat zuerst diese ktihne Operation ausgefiihrt. Immerhin 
ist sie eine der schwierigsten Aufgaben der experimentellen 
Pathologie geblieben, so daB ihr Anwendungsgebiet bis in die 
neueste Zeit klein war. Und doch war von der Leberausschaltung 
iiber die Funktion des Organes wohl der beste Aufschlu8 zu 
erwarten. Einer weitgehenden Verwertung der Methodik stand 
aber immer die Schwierigkeit der operativen Vorbereitung der 
Tiere entgegen. 

Seitdem es mir im Verein mit Schréder(*) gelungen ist, 
die Operation wesentlich zu vereinfachen, bin ich zusammen 
mit Bardach in gréferem MaBstabe an die Frage der Leber- 
ausschaltung herangegangen. Ks lief sich erwarten, daf bei 
gleichzeitiger Phosphorvergiftung dieses Organ, welches ja vor- 
wiegend dem Angriff des Giftes unterliegt, hierdurch noch er- 
heblich mehr geschidigt wird, ja vielleicht nahezu vollstindig 
in seiner Funktion ausgeschaltet werden kOnne. 

Es war aber nicht unsere Absicht, gerade dieses Ziel zu 
erreichen; die vorliegenden Versuche galten vielmehr zuerst 
der Beantwortung der Frage, ob eine in dieser doppelten Weise 
geschadigte Leber dem unter der P-Wirkung bedeutend ver- 
mehrten Umsatz des inneren Stoffwechsels gewachsen bleibt. 
Sie ist um so wichtiger, als die Verhialtnisse der Eckschen 
Fistel ja zu eigenartigen Intoxikationen fiihren, die nach Fleisch- 
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genuB auftreten und sicher durch N-haltige Produkte bedingt 
sind. Bei den groBen N-Verlusten, welche der K6rper unter 
der P-Wirkung erleidet, waren ahnliche Wirkungen, ja viel- 
leicht eine ganz gleiche Vergiftung durch Uberschwemmung des 
Koérpers mit N-Abbauprodukten zu erwarten, womit ein Einblick 
in die Genese der Fleischintoxikation gegeben wire. Es ist 
dies um so interessanter, als man seit Wy8,(*) Ossikowsky, (#4) 
Frainkel,(®) Schulzen und Riess,(6) Blendermann,(’) 
Wohlgemut,(*) Abderhalden und Bergell(*) und anderen 
mehr — wei, daf bei Phosphorvergiftung im Harne Amidosduren 
auftreten, deren Genese sowohl, wie auch Wirkungen noch 
durchaus unklar sind. Ihr vermehrtes Auftreten im Verein mit 
einer Intoxikation wire ein klarer Hinweis auf etwaige derartige 
Zusammenhiinge, nicht weniger wichtig erschiene aber auch 
die Feststellung eines gegenteiligen Verhaltens. Natiirlich mufte 
bei dieser hauptsachlichen Fragestellung das Auftreten einer 
Intoxikation durch die Nahrung vermieden werden. Eine Fiitte- 
rung mit Milch und Broétchen allein, bietet dafiir eine voll- 
kommene Garantie. 

War hiermit auch die Hauptfrage genau prdazisiert, so 
erschien die Beachtung manch anderer Fragen, wie die nach 
dem Zucker- und Fettstoffwechsel, nicht minder wichtig. 

Wir wissen nun aus alteren und neueren Versuchen, zu- 
letzt durch Frank und Isaak, *°) daB namentlich die Glykogen- 
fixation der Leberzellen unter der Wirkung der P-Intoxikation 
notleidet und endlich versagt. Es war naheliegend genug, bei 
unserer Versuchsanordnung das Auftreten von Zucker durch 
Versagen der Fixation zu erwarten. Wird doch an sich schon 
der Zucker bei einer Eckschen Leber an dem Organ vorbei- 
gefiihrt, was einen verminderten Glykogengehalt des Organs 
zur Folge hat (Philippi).(?!) Wird nun noch durch Phosphor die 
Fixationsfahigkeit der Leber vermindert und endlich aufgehoben, 
so mubte — die Richtigkeit unserer heutigen Anschauungen vor- 
ausgesetzt — ein etwa kompensatorisches Eintreten der Leber- 
arterie paralysiert werden und namentlich bei fortgeschrittener 
Vergiftung die Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels voll in 


Erscheinung treten. 
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Aber auch fir den Fettstoffwechsel lieBen sich Stérungen 
erwarten; geht doch eine gewaltige Umsetzung von Fett in der 
P-Leber vor sich, da sie von der Peripherie grofe Mengen 
davon aufnimmt (Lebedeff,(!?) Rosenfeld,(**)) und wohl auch 
grofere Umsetzungen in ihr stattfinden. Es erschien somit wichtig, 
zu sehen, ob bei der Eckschen Leber das gleiche erfolgt, oder 
ob die mangelhafte Blutversorgung des Organes den Fettum- 
satz erschwert. Eine Anhaufung intermediirer Produkte wiire 
unter solchen Umstinden zu erwarten und das Auftreten von 
Acetonkérpern durchaus wahrscheinlich. 

Weiter war die Beachtung der Gallebestandteile im Urin 
notig, deren Erscheinen sowohl fiir Bilirubin, als auch fiir Uro- 
bilin und fiir Urobilinogen genau verfolgt wurde, schon weil hierin 
ein Gradmesser fiir die Wirkung des Phosphors auf die Leber 
gegeben ist. 

Endlich war der rein toxikologischen Seite Aufmerksam- 
keit zuzuwenden, ist die Einwirkung des Phosphors auf den 
Koérper doch noch lange nicht gentigend geklart. 

Eine genaue anatomische Kontrolle der Organe mubte 
schlieBlich die vorliegenden Untersuchungen vervollstandigen. 

Von vornherein sei betont, daf nur chronische Vergiftungen in 
Betracht gezogen wurden. Eine genaue Dosierung des Giftes wurde durch 
die Anwendung der Schlundsonde erreicht. Dabei ist zu bemerken, da 
der P in einer 1°/oigen Stammlésung in Ol. Amygdalarum sich am besten 
halt. 10 ccm davon werden abgemessen, mit etwas Wasser und einigen 
Tropfen Natriumcarbonatliésung versetzt und durch Umschiitteln emulgiert. 
Stets wurden 10—20 Tropfen Tinct. Opii zugesetzt, wodurch es gelang, 
Durchfall zu vermeiden. Das Gemisch mufs den Tieren morgens niichtern 
beigebracht werden und sie diirfen erst 4-—5 Stunden spater Futter er- 
halten, denn nur so laf{t sich stérendes Erbrechen sicher vermeiden. 


Wir erwihnen diese Einzelheiten, weil fast alle Untersucher tber Schwierig- 
keiten in der Anwendung des Phosphors berichten, deren Vermeidung 


offenbar nicht immer gelang. 

Im ganzen wurden an 7 Hunden Versuche angestellt, von 
denen 5 Ecksche Fisteln hatten und 2 normal waren, um als 
Vergleichstiere zu dienen. Die Venenanastomose wurde nach der 
Methode des einen von uns(?) angelegt und zwar nach friheren Er- 
fahrungen stets an mit Trypsin(*) vorbehandelten Tieren, wodurch 


die gefahrlichen Lebernekrosen verhiitet wurden (s. Fischler). 
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Was nun die Resultate anlangt, so sei als erstes und 
wichtigstes erwahnt, da eine Intoxikation, die der Fleisch- 
intoxikation gleichzusetzen, oder nur dhnlich gewesen ware, 
bei keinem der Tiere auftrat, weder im Friihstadium noch bei 
fortgeschrittener Vergiftung. Wir konnten weder Krimpfe noch 
BewubBtseinstribungen, Ataxie oder einen der Katatonie &hn- 
lichen Stupor, oder endlich Coma beobachten, Verinderungen, 
wie sie ja so duferst charakteristisch nach kiirzerer oder 
langerer Fleischfiitterung beim Eckschen Tiere auftreten und 
in anderen Fiillen oft und mit aller Sicherheit von dem einen 
von uns(!5) erzeugt und beobachtet worden sind. Auch die weit 
fortgeschrittene Abmagerung der Tiere erleichterte den Eintritt 
der Intoxikation nicht, obwohl wir dies nach friiheren Unter- 
suchungen(!®) erwarten durften. 

Es ist nun wichtig, tiber den Gesamtwechsel des Stickstoffs 
zuerst einiges zu sagen. Denn daran diirfte der Gradmesser 
fiir die Mdglichkeit einer Uberschwemmung des Organismus 
mit etwaigen N-Abbauprodukten gegeben sein. Aus friiheren 
Versuchen wissen wir, dal bei fleischfreier Kost der Gesamt- 
N-Gehalt des Urins der Eck-Hunde durchschnittlich nicht sehr 
hoch ist. Zweifellos zeigen unsere phosphorvergifteten Eck- 
Hunde eine im ganzen héhere N-Ausfuhr, als Eck-Hunde unter 
einfacher fleischfreier Kost. Werte von 10—12 g reiner N-Ausfuhr, 
bei einem Gewicht von 6—10000 g sind Ofter notiert bei geringem 
N-Gehalt der zugefiihrten Nahrung. Darin zeigt sich mit aller 
Sicherheit eine starke Uberladung des Kérpers mit Abbauprodukten 
des Eiweifes. Und trotzdem ist keine Intoxikation eingetreten. 
Vergleicht man die N-Ausfuhrwerte der normalen Tiere mit 
denen der Eckschen, so fallt auf, da sie noch héher sind, 
als diese. Eine Erklarung fiir dieses Verhalten wird sich spater 
ergeben und ist in hohem Mafe interessant. Freilich darf man 
solehe verhiltnismaBbig geringen Unterschiede nur sehr vor- 
sichtig verwerten, immerhin sind sie, wenn sie sich in dem 
gleichen Sinne bewegen, wie die iibrigen Daten, eine recht wert- 
volle Ergiinzung fiir die Gesamtauffassung. 

Auch der eingetretene Gewichtsverlust zeigt die erheb- 
liche Einschmelzung von K6rpergewebe, wofiir die folgenden 
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Zahlen angegeben seien. Vom Anfangsgewicht besafen die 
Hunde, als sie starben, Hund 1: 66,0°/o, Hund 2: 72,5°/o, 
Hund 3: 69°/o, Hund 4: 75°/o, Hund 5: 57°/o, dagegen die 
Normalhunde 6 und 7: 83°/o und 82°/o. Dazu ist bemerkens- 
wert, daB der Gewichtsverlust der Eck-Hunde ein absolut und 
relativ héherer, als der der Normaltiere war. Ganz besonders 
fallt die Gewichtsabnahme des Hundes 5 auf, der um 5800 g 
abnahm, also fast die Halfte seines Kérpergewichts einbiiBte. 
Dieses Tier war besonders fett, worin wir die Erklirung fiir 
das so eigentiimliche Verhalten suchen. Darauf kommen wir 
bei der Kritik der Versuche zuriick. 

Aus alledem geht wohl zur Geniige hervor, da8 durch 
die P-Intoxikation auch beim Tiere mit Leberausschaltung ein 
erhohter innerer Stoffzerfall anzunehmen ist, so da® eine Uber- 
schwemmung des Korpers mit Eiweifzerfallsprodukten sicher 
steht. Die Leber aber bleibt dem N-Wechsel vollkommen gewachsen. 

Uber die Verteilung des N im Urin haben wir unsere Unter- 
suchungen fiir NH, und Aminoséuren durchgefiihrt. Von be- 
sonderem Interesse erschien namentlich das Verhalten der Amino- 
siuren. Aus friiheren Versuchen(!") stand fest, daf sie beim Eck- 
Hunde 6fter vermehrt sind. Ferner weifi man das gleiche fiir 
die einfache Phosphorvergiftung. Es war also zu erwarten, daB 
in unseren Fallen erhebliche Mengen davon auftreten, womit 
ihre Wirkungen — falls solche vorhanden waren — ja manifest 
werden konnten. 

Nun stellte sich heraus, da8 gelegentlich recht hohe Werte 
der Aminosiuren im Harn zu finden waren. Irgend eine Regel 
fiir ihr Auftreten hat sich aber nicht ergeben. Namentlich Hund 5 
zeigte hohe Aminosdurenwerte. 

Ein auffalliges Befinden oder Benehmen war bei den 
Tieren zu Zeiten hoher Aminoséurenausfuhr aber keineswegs 
zu konstatieren. 

Jedenfalls trat bei ihnen dabei nie das Bild der Fleisch- 
intoxikation auf, soda an der Fleischintoxikation der Eckschen 
Hunde Aminosduren nicht beteiligt sind. Sie stellen vielmehr 
einen harmlosen Bestandteil des Urins dar und diirften dann 
ausgeschieden werden, wenn eine gréfiere Menge davon im 
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Blute kreist. Nicht aber darf man in ihnen — wie gesagt — 
die Ursache der Vergiftung sehen, was mit friiher geaéuferten 
Auffassungen vollkommen iibereinstimmt, die auf der Tatsache 
beruhen, dafB sowohl wahrend der Intoxikation durch Fleisch, 
als auch ohne dieselbe im Urin Aminosauren gefunden werden 
kénnen. Woher im gegebenen Falle die Aminosdéuren stammen, 
laBt sich damit noch nicht entscheiden. Fiir die Fleischver- 
giftung miissen jedenfalls andere Verhiltnisse als die durch 
Aminosauren bedingten mafgebend sein. 

Eine Charakterisierung der aufgefundenen Séuren wurde 
nicht versucht, da die Formolmethode(?8) die Gesamtmenge der 
primiéren Aminosduren angibt, nicht Einzelwerte. Wegen der 
Mannigfaltigkeit der in Betracht kommenden Sduren erschien 
das Verfahren einer Gesamtbestimmung auch weit rationeller, 
da so ihre quantitative Einwirkung viel richtiger eingeschitzt 
werden konnte. Sicher ist, da eine solche nicht besteht, 
wenigstens nicht in unseren Versuchen. 

Sehr beachtenswert erschien uns die Verteilung des NH,-N. 
Der NH,-Wechsel ist ja in vielen Fallen von Phosphorvergiftung 
erhoht. Darauf weisen Arbeiten von Miinzer,(!%) Laub,(?°) 
Badt(#4) und anderen hin. Teilweise wird die Ansicht ver- 
treten, daB die Steigerung ein Ausdruck mangelhafter Harn- 
stoffsynthese der geschidigten Leber sei, richtiger ist wohl die 
Annahme, daB auch hier Saéuerung des Organismus zu _ ver- 
mehrter NH,-Ausfuhr fiihrt. 

Es erscheint die Versuchsanordnung unserer Experimente be- 
sonders geeignet, diesen Fragen niaher zu treten, da die Verhilt- 
nisse bei der Leberausschaltung hier ja besonders giinstig zur Ent- 
scheidung der Méglichkeit der Harnstoffsynthese in der Leber liegen. 

Im Vergleich zu den NH,-Zahlen der beiden Normaltiere 
sind die der Eck-Tiere Nr. 1, 2, 3, 4, zweifellos etwas hoher, 
namentlich gegen Ende der Vergiftung; betrichtlich héher liegen 
sie aber beim Hund 5, bei dem die NH,-Werte gelegentlich 
bis 35°/o der Gesamt-N-Ausfuhr ausmachen. Es ware nahe- 
liegend, an eine Zersetzung des Urins als Ursache dafiir zu 
denken. Dem war aber nicht so, wie die mikroskopische Unter- 
suchung ergab, sowie die bakterielle Kontrolle. Hiernach war 
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Cystitis ausgeschlossen. Wir suchen die Erklarung fiir das 
eigentiimliche Verhalten nur in reinen Stoffwechselvorgingen 
und weisen dafiir auf den enormen Gewichtsverlust des Tieres 
hin, da eine so starke Fetteinschmelzung wohl erhebliche Mengen 
saurer Produkte zu liefern imstande ist. Es ist weitaus am 
wahrscheinlichsten, da die hohen NH,-Zahlen der Ausdruck 
der Absiattigung dieser sauren Stoffwechselkomponenten sind und 
nicht als Beweis fiir die mangelnde Harnstoffsynthese in der 
Leber angesehen werden diirfen. Die Erhéhung des NH, war 
bei den ersten 4 Tieren eben nur mafig und der Unterschied 
zwischen ihnen und Hund 5 bestand im wesentlichen im Er- 
nahrungszustand. Wenn wirklich die Synthese in der Leber 
notgelitten hatte, so miiBte man auch bei allen Tieren einen 
ungefahr gleichstarken Anstieg des NH, fordern. Auch das 
anatomische Verhalten spricht in demselben Sinne, da die 
Lebern in allen Fallen annahernd die gleiche Veriénderungen 
zeigen. Da nach Miinzer(??) der NH,-Gehalt durch Na,CO, 
herabgedriickt werden kann, so darf man auch den NH,-Anstieg 
des phosphorvergifteten Eck-Hundes als durch Séuerung be- 
dingt ansehen, womit der obige Befund bei Zunahme der Saue- 
rung infolge starker Fetteinschmelzung eine gleichlautende 
Erklaérung fande. Wir haben einen dhnlichen Versuch nicht 
anstellen kénnen, weil sonst zu befiirchten gewesen ware, dab 
Intoxikation bei den Tieren eintreten kénnte, deren Entstehung 
ja heute auf ein Uberwiegen der alkalischen Blutanteile zuriick- 
gefiihrt werden mul. (2%) Ein Ergiénzungsversuch in dieser Rich- 
tung wird spiiter vorgenommen werden. 

Es haben also auch diese Versuche keine Anhaltspunkte fiir 
eine mehr oder minder ausschlieBliche Harnstoffsynthese in der 
Leber gegeben. 

Damit verlassen wir die Betrachtungen tiber die N-haltigen 
Produkte und wenden uns zu den Kohlenhydraten. Spielt die 
Leber wirklich diese ausschlaggebende Rolle im Zuckerhaus- 
halt, wie sie ihr heute noch allgemein zugeschrieben wird? In 
keinem einzigen Falle unserer Phosphor-Eck-Tiere trat zu 
irgend einer Vergiftungszeit Glykosurie auf. Hie und da fanden 
wir Spuren einer Reduktion im Urin, aber immer quantitativ 
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vollig unbestimmbar, so da ein vollig eindeutiges Versuchs- 
ergebnis vorliegt. Dabei sei erinnert, daB die Tiere ausschlie(i- 
lich Milch und Brétchen bekamen, also eine sehr kohlenhydrat- 
reiche Nahrung. Dazu zeigten alle Lebern sehr schwere ana- 
tomische Veranderungen, so da8 die Bedingungen fiir mangel- 
hafte Verwertung des Zuckers denkbar giinstige waren. Und 
trotzdem war in keinem Falle etwas davon zu bemerken. 
Auch diese Erfahrungen decken sich mit dhnlichen friiheren 
am Eck-Tier gewonnenen, wo es Fischler(?*) niemals gelang, 
auch bei starker Zufuhr von Dextrose eine erhebliche Glyko- 
surie zu erzeugen. Nicht untersucht wurde die Fahigkeit der 
Leber, Dextrose als Glykogen zu fixieren, da uns zunachst 
wichtig war, zu wissen, ob die Leber als Eck-Phosphorleber 
dem normalen Kohlenhydratstoffwechsel gewachsen bleibt. 
Und dies diirfte mit aller wiinschenswerten Sicherheit jetzt 
festgestellt sein. 

Es ergibt sich also auch hier, dap die Leber nicht in inte- 
grierender Weise mit dem Kohlenhydratstoffwechsel verbunden ist. 

Wenden wir uns nun zum Fettstoffwechsel, so liegen 
fiir dessen Verfolgung die Verhiltnisse ebenfalls sehr giinstig. 
Es findet bei unseren Phosphor-Eck-Tieren eine enorme Ab- 
magerung statt, wie der starke Gewichtsverlust ergibt, und die 
Obduktion der Tiere zeigt, wobei darauf stets besonders ge- 
achtet ist.4) Weiterhin zeigen die Lebern anatomisch eine 
sehr starke Fettinfiltration, die der sichtbare Ausdruck der 
groben Fettumsetzungen ist. Die allgemeine Annahme geht 
nun heute dahin, daB die Leber nicht allein aus den eigent- 
lichen Fetten, sondern auch aus Aminoséuren Acetonkorper 
bilden kénne. Darauf weisen Versuche Embdens(*) und seiner 
Mitarbeiter an der iiberlebenden durchstrémten Leber hin. Die 
zeitweise recht hohe Zahl von Aminosdurewerten im Urin legt 
den Gedanken nahe, daB hier in vivo das Experiment Embdens 
sich wiederholen kénne, daB also ein weiteres begiinstigendes 
Moment fiir die Entstehung von Acetonkorpern vorliege. Wir 


‘) Es ist um so wichtiger, auf diese Verhiltnisse hinzuweisen, als 
die Gewichtsabnahme der Eck-P-Tiere gegeniiber den normalen eine 
wesentlich hdhere ist, was sich namentlich auch am Fettschwund aufert. 
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haben nun mit peinlicher Genauigkeit auf Acetessigsiure ge- 
fahndet und nie eine Reaktion dafir finden kénnen, ge- 
legentlich aber Spuren von Aceton. Auch trat nie saure Re- 
aktion im Urin auf, was mit unseren friiheren Erfahrungen 
tiber die Reaktion des Urins der Tiere mit Leberausschaltung 
vollkommen tbereinstimmt. Das muf hier umsomehr auffallen, 
als wenigstens bei einem Tiere eine abnorm hohe NH,-Aus- 
scheidung im Urin vorlag, wie wir sie sonst nur bei saurem 
Urin, z. B. beim Diabetes, sehen. Hierin liegt eine prinzipielle 
Verschiedenheit der Eck-Tiere gegeniiber den normalen. 

Wenn man einen vorsichtigen Schluf aus diesem so eigen- 
tiimlichen Verhalten ziehen will, so ist er der, dafi Siuerung des 
Organismus und Auftreten von Acetonkérpern sich wohl gegen- 
seitig bedingen, dafi aber eine tiberwiegende Alkalitat eine Ent- 
wickelung von Acetonkérpern nicht zulaft. Diese anscheinend 
banale Erfahrung gewinnt im Zusammenhang einer Beeinflussung 
des ganzen Prozesses durch die Leber erheblich an Interesse, 
da sie uns unvermutete Funktionen dieses Organes enthiillt, die 
zu verfolgen wichtig sein diirfte. Bei den normalen Tieren, 
die wir mit Phosphor vergiftet haben, konnten wir gegen Ende 
der Vergiftung stets saure Urinreaktion feststellen, trotz der 
reinen Milch-Kohlenhydrat-Ernéhrung. Es bestehen also nach der 
Leberausschaltung wesentliche Verschiebungen in der Mischung 
der sauren und der alkalischen Produkte zugunsten der letzteren, 
die auch bei der P-Vergiftung festgehalten werden. Die friiher 
geauferte Ansicht des einen von uns,(?°) dai darin auch der 
Grund zu den Insufficienzerscheinungen der Leber bei der Fleisch- 
intoxikation liegt, erfahrt hier eine erhebliche Ergénzung. 

Aus alledem scheint uns aber hervorzugehen, dab man mit 
der Annahme, daf die Leber Bildungsstdtte der Acetonkérper sei, 
sehr vorsichtig sein mup, trotz der sicher bewiesenen Bildungs- 
moglichkeit am tiberlebenden Organe. 

Jedenfalls ist in unseren Fallen trotz starker Schidiqung 
dev Leber und trote theoretisch denkbar giinstigster Konstellation 
fiir das reichliche Auftreten intermedidrer Fettstoffwechselprodukte 
nichts davon nachweisbar gewesen. 

Wir wenden uns jetzt dem Auftreten der Gallebestand- 
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teile zu, die bei der Phosphorvergiftung ein direkter Grad- 
messer fiir den Stand der Intoxikation sind. Ganz iiberein- 
stimmend ist bei allen unseren Eck-Tieren das Auftreten von 
Bilirubin im Urin bedeutend verzégert und auch vermindert. 
Schwerer Icterus tritt eigentlich nur bei einem Hunde Nr. 5 
auf in den letzten Tagen der Intoxikation. Alle iibrigen zeigten 
nur mabige Ablagerung von Bilirubin. Der Urin ist im Beginn 
der Versuche und auch noch spiter sogar oft auffallend hell 
gewesen, nahm aber beim Stehen an der Luft gelegentlich eine 
schwiirzliche Farbe an, so daf wir an Alkaptonurie dachten. 
Nur der Mangel stirkerer Reduktion lie} uns von diesem Ge- 
danken wieder abkommen. Immerhin sei der Befund als auffallend 
mitgeteilt und einer spateren genaueren Bearbeitung vorbehalten. 
Daf Urobilin und Urobilinogen in mafigen Mengen von 
vornherein bei unseren Eck-Tieren nachweisbar waren, ist 
nach Anlegung der Venenanastomose selbstverstindlich, da 
das Darmurobilin- und Urobilinogen ja an der Leber vorbei- 
passieren und in den grofen Kreislauf kommen kann. Ihre 
Menge nahm aber mit fortschreitender Vergiftung zu, wahr- 
scheinlich durch vermehrte Galleproduktion und Aufnahme aus 
dem Darm. Da8 an sich die Bilirubinbereitung in der Eck- 
schen Leber vermindert ist, haben ganz neuerdings Bernheim 
und Vogtlin(?’) in einer interessanten Studie mitgeteilt. Sie 
unterbanden Eckschen Tieren den Choledochus und konnten 
dann bei diesen Tieren konstatieren, dai Gelbsucht nicht ein- 
trat. Dieser Befund steht in vollem Einklang mit unsern Be- 
obachtungen am P-Eck-Versuch und laft 2 Erklarungsmdéglich- 
keiten zu. Es wird wirklich weniger Gallenfarbstoff gebildet, weil 
weniger Blut durch die Leber zieht, oder die Leber erhilt 
weniger Phosphor als die normale Leber, wodurch die Még- 
lichkeit der Entstehung von Icterus natiirlich geringer ist. Am 
wahrscheinlichsten ist, daB beide Faktoren mitwirken, und daB 
man hierin einen Anhaltspunkt fiir die Phosphorwirkung erhilt. 
In diesem Zusammenhange muf nun tiberhaupt auf die 
toxikologische Seite der Experimente eingegangen werden. 
Wenn wir den Phosphorverbrauch der Normaltiere und 
Eck-Tiere zusammenstellen, so ergibt sich das zunachst sehr 
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unerwartete Resultat, daB die Eck-Tiere viel mehr Phosphor ver- 
tragen als die normalen. Bei Hund 5 kommen wir auf 27 eg P, 
bis das Tier der Vergiftung erliegt. Auch die anderen Eck-Tiere 
zeigen einen ca. doppelt so groBen P-Verbrauch als die gleich- 
schweren normalen. Nur Hund 2, der an sich mager war, zeigt 
diesen Unterschied nicht. Man sollte eigentlich annehmen, dab 
eine Ecksche Leber, die doch unter unzureichenden Zirkulations- 
verhaltnissen existiert, viel leichter der Phosphorwirkung unter- 
liegt als eine normale Leber. Gerade das Gegenteil tritt ein. 
Dies gibt unseres Erachtens einen wertvollen Einblick in den 
Mechanismus der Phosphorwirkung tiberhaupt. Man muB sich 
danach vorstellen, daB die Wirkung des P eine auf die Leber 
spezifische ist. Denn es wire sonst absolut unverstindlich, 
warum normale Tiere weniger P vertragen als die anderen. 
Man kommt damit zu dem Satze, dai die Phosphortiere nicht 
am P zugrunde gehen, sondern an ihrer Leber. Wenn dies 
im ganzen auch nicht in strengem Sinne richtig ist, so mu 
man jetzt die P-Wirkung doch ganz anders als spezifische 
Leberschidigung ansehen, als dies heute im allgemeinen ge- 
schieht. Die Parallele zur akuten gelben Leberatrophie wird 
damit eine vollkommene. 

Sehr bestarkt wird man in dieser Ansicht durch den 
pathologisch-anatomischen Befund. Wenn man an der Phosphor- 
wirkung als einer Giftwirkung direkt auf das Gewebe festhiilt, 
was bisher aus den schweren Verfettungen von Leber, Herz 
und Nieren z. B. gefolgert wurde, so ware es unverstandlich, 
wie im Falle der Eckschen Fistel an Herz und Nieren kaum 
einige Verdinderungen gefunden werden, auch auffallend lange 
kein Albumen auftritt, obwohl diese Organe ja viel mehr als 
sonst der Giftwirkung ausgesetzt sein miissen, da die Leber- 
schutzwirkung fehit. Und doch ergibt die Untersuchung dieser 
Teile eher geringere Veranderungen als die bei den normalen 
Tieren. Vor allem méchten wir auf die Nieren hinweisen, bei 
denen anatomische und klinische Merkmale gleicherweise die 
Geringfiigigkeit der Gewebsschiadigung ergeben. Dabei passierten 
z. B. bei Hund 5 auferordentlich groBe P-Mengen die Nieren, 
ohne zu tiefgreifenden Veranderungen des Organes zu fiihren. 
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Diese Dinge legen unbedingt den Gedanken nahe, daf andere 
als reine P-Wirkungen fiir die Strukturveriinderungen maBb- 
gebend sein miissen. In eine Diskussion dariiber einzutreten, 
was dafir in Betracht kommt, wire wohl zu friihe. Es sei 
aber nachdriicklich auf diese héchst interessanten Méglichkeiten 
von uns hingewiesen, und die Notwendigkeit einer Revision 
unserer Vorstellungen tiber die P-Intoxikation besonders betont. 

Was nun das Pathologisch-anatomische der Ec k-P-Leber an- 
geht, so sind die Veriinderungen durchweg geringfiigiger, als wir sie 
sonst unter normalen Bedingungen auftreten sehen. Eine fettige 
Entartung findet sich diffus iiber den ganzen Acinus, das Zwischen- 
gewebe zeigt hiufig leichte Grade von Hypertrophie, eine An- 
deutung cirrhotischer Prozesse, wie sie sonst nicht bei der 
Eeckschen Leber gefunden werden. Es erinnern diese Bilder 
an friihere, von dem einen von uns(?8) erzeugte experimentelle 
Cirrhosen, ebenfalls durch Phosphor hervorgebracht, doch handelt 
es sich hier nur um Andeutungen jener ausgepriigten Befunde. 
Es fiillt weiter an den Lebern auf, da eine grofe Anzahl von 
Zellen unter Pigmentdegeneration zugrunde gegangen ist. Uberall 
iiber den Acinus ziemlich verstreut liegend, finden sich solche 
Zellreste, angefiillt mit icterischem Pigment. Im Gegensatz dazu 
sind die iibrigen Zellen frei von Bilirubinablagerungen. Alle 
diese Dinge bilden markante Unterschiede gegentiber dem pa- 
thologischen Befund einer normalen Leber, die der Phosphor- 
wirkung ausgesetzt war. 

Wenn wir unsere Resultate iiberblicken, so diirfte eine 
Kritik einiger Punkte nétig sein. Vor allem erheischt eine Er- 
kliérung, warum eine Intoxikation nicht eingetreten ist. Die Uber- 
schwemmung des Korpers mit Eiweifspaltprodukten ist hin- 
liinglich sichergestellt, so daB das Ausbleiben der Intoxikation 
einer Erklirung bedarf; wir méchten dafiir die gleichzeitige 
Einschmelzung von Fett verantwortlich machen, die offenbar 
ausreichend genug ist, um eine Alkalosis zu verhiiten. Als 
Beweis kann man hierzu heranziehen, daf bei den Tieren auch 
keine starke Acetonurie auftrat, die im Verlauf der P-Vergiftung 
ja hiaufig auftritt. Offenbar gehért ein verhaltnismafig groBer 
Uberschu8 von Alkali dazu, um die Intoxikation eintreten zu 
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lassen. Eine andere Méglichkeit besteht aber auch noch darin, 
da beim Abbau des EiweiBes so viel Séure als Mineralsiiure 
frei wird, daf schon hierdurch eine Absittigung alkalischer 
Produkte ermdglicht sein diirfte. Es darf also kaum wunder- 
nehmen, dai wir eine Intoxikation nicht beobachten konnten. 
Es bleibt einer spateren Bearbeitung vorbehalten, dieselben 
Experimente mit gleichzeitiger Fleischfiitterung zu wiederholen, 
wobei sich ja ein eventueller Einflu8 der Siéuerung des Korpers 
durch die P-Intoxikation um so deutlicher ergeben wird. Dab 
die N-Verluste der Normaltiere noch gréfer sind als die der 
Eckschen, hangt wohl von einer rapideren Einschmelzung ihres 
Lebergewebes ab, das dem P mehr preisgegeben ist, als beim 
Eck-Tiere. 

Uber das Auftreten gréBerer Mengen von Aminosiiuren 
eine Hypothese aufzustellen, ware verfriiht. Die einfache Kon- 
statierung ihrer Unschiidlichkeit erscheint aber wichtig. 

Dab die Leber beim Kohlenhydratstoffwechsel keine aus- 
schlaggebende Rolle spielt, erscheint auch durch vorliegende 
Untersuchungen erneut bestatigt. Schon wiederholt hat der 
eine von uns auf diese Verhiltnisse hingewiesen. Es muB aber 
hervorgehoben werden, als neuere Untersuchungen die Wichtig- 
keit der Leber fiir gewisse Glykosurien betont haben. So teilt 
Michaud(?%) mit, daB die Adrenalinglykosurie beim Eck-Hunde 
nicht mehr regelmifig zustande kommt, weil Adrenalin speziell 
an der Leber angreift. Die Adrenalinhyperglykaimie ist aber 
nur ein Spezialfall der Hyperglykimieentstehung, der dhnlich 
dem Zuckerstich, nur durch eine Ausschiittung des Glykogen- 
depots bedingt ist. Da die Leber bei Eck-Tieren aber notorisch 
wenig Glykogen enthilt, so darf schon daraus das Ausbleiben 
der Adrenalinglykosurie seine Erklirung finden. Man darf sich 
also wohl vorstellen, daB zu einer vollkommenen Ausnutzung 
der Kohlenhydrate schwerste Grade der Leberschadigung vdllig 
gleichgiiltig sind. Das laBt sich aber mit der Vorstellung einer 
Hauptbeteiligung dieses Organs mit dem Zuckerstoffwechsel 
nicht leicht vereinen, worauf wir erneut hinweisen. 

Uber den Fettstoffwechsel und seine Beziehungen zur 
Vermehrung des Ammoniaks haben wir schon ausfihrlich ge- 
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sprochen;ferner konnten wir eine notwendige Beteiligung der Leber 
an der Harnstoffsynthese in unseren Versuchen nicht konstatieren. 

Kurz zusammengefaBt diirften folgende Siatze die Ergeb- 
nisse dieser Untersuchungen skizzieren: 

Durch P-Vergiftung kann beim Hunde mit Eckscher Fistel 
eine sehr betriichtliche Gewebseinschmelzung und somit Uberladung 
des Kérpers mit EiweiBabbauprodukten hervorgebracht werden. Die 
Leber geniigt auch unter diesen Umstinden noch ihrer Funktion. 
Lis tritt weder eine Intoxikation durch die Eiweifspaltprodukte 
ein, noch ist eine Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels oder der 
des Fettes zu konstatieren. Dagegen weist das zeitweise stark ver- 
mehrte Auftreten von Aminosiuren und die dauernd alkalische 
Reaktion des Urins auf prinzipielle Unterschiede im Stoffwechsel 
dieser Tiere, gegeniiber der P-Vergiftung bet normalen. Anhalts- 
punkte fiir mangelhafte Harnstoffsynthese haben sich nicht ergeben. 

Ecksche Hunde ertragen mehr Phosphor als normale. Der 
Angriff des P mup daher ein fiir die Leber ganz spezifischer 
sein und diirfte nur unmittelbar der P-Wirkung selbst zukommen, 
doch lat sich z.Z. noch nichts Sicheres dariiber aussagen. Die 
toxikologische Auffassung der P-Intoxikation erfihrt damit eine 
prinzipielle Verschiebung. Eck-Tiere werden unter P-Wirkung 
weniger rasch und nicht so stark icterisch als normale, dem P 
ausgesetzte Tiere. 

Die Phosphor-Eck-Leber unterscheidet sich pathologisch- 
anatomisch nicht sehr wesentlich von der gewdhnlichen P-Leber. 

Eine komplette Funktionsausschaltung der Leber gelingt auch 
nicht durch die Kombination von Eckscher Fistel und P-Vergiftung. 


Zu den Tabellen gehérende Obduktionsberichte. 


Hund 1. Obduktion 21.1V.11. Tier ziemlich stark icte- 
risch, sehr stark abgemagert. Gewicht 4700 g. Leber ver- 
kleinert, stark verfettet, nirgends Adhiésionen. Anastomose zeigt 
verschiedene Briicken, ist aber gut passierbar. Vena port. gut 
unterbunden. Pankreas aniimisch, Nieren zeigen alte Infarcte, 
sowie leichte Verfettung, Herz und Milz lassen makroskopisch 
keine Veranderungen erkennen. 

Hund 2. Obduktion 18. IV. 11. Tier kolossal abge- 
magert, Gewicht 9800 g, recht anémisch, 500 ccm klarer Ascites, 
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Rippenknorpel stark verschmialert. Muskulatur gering, gut aus- 
sehend, Pankreas groB, sulzig, Leber stark verkleinert, an einer 
Stelle maBig adhdrent ohne starkere Gefaifneubildungen, sonst 
keine Verwachsungen. Gallenblase enorm gefiillt, Anastomose sehr 
gut passierbar, von einzelnen fadenartigen Briicken tiberzogen. 
Vena port. gut unterbunden. Gewicht der Leber 200 g. Nieren, 
Herz, Milz makroskopisch nicht verindert. Nur Leber icterisch. 

Hund 3. Obduktion 19. V. 11. Gewicht 8700 g. Sehr 
wenig icterisch, stark abgemagert und animisch. Kein Ascites, 
keine Adhisionen. Leber grof, etwas hart, Gewicht 350g. In 
der Gallenblase wenig Galle, Anastomose gut durchgingig, Unter- 
bindung der Vena port. gut. Herz und Nieren ohne makro- 
skopische Veranderungen. 

Hund 4. Obduktion 20. V. 11. Gewicht 14500 g. Tier 
nicht so stark abgemagert, kein allgemeiner Icterus. Geringer 
Hydrothorax, etwas Hydropericard, kein Ascites. Leber ohne 
jede Verwachsung, eher vergrofert und von normaler Kon- 
sistenz, ganz wenig icterisch, Gallenblase stark gefiillt, die 
Anastomose sehr gut durchgingig, die Unterbindung der Vena 
port. vollkommen. Leber wiegt 400 g. An Herz und Nieren 
makroskopisch keine Verdnderungen. 

Hund 5. Obduktion 14. VII. 11. Gewicht 7700 g. Tier 
stark icterisch, auferordentlich stark abgemagert, Fettpolster 
fast ganz verschwunden. Muskulatur trocken, sehr gering. Im 
Abdomen geringe Mengen Ascites ebenfalls, stark icterisch. 
Leber stark verkleinert, ziemlich icterisch, hart, ganz geringe 
Verklebungen am Hilus. Gallenblase sehr klein, Anastomose 
sehr gut durchgingig, Vena port. gut abgebunden. An Herz 
und Nieren makroskopisch keine Verdnderungen. 

Hund 6. Obduktion 31. V.11. Gewicht 7400 g. Tier 
stark icterisch, 100 cem Ascites. Blutungen in den Darm und 
die Lungen. Leber 205 g, stark icterisch und verfettet mit 
zahlreichen Blutungen. Gallenblase stark gefiillt. Blutungen im 
Pericard. Nieren fettig deg. 

Hund 7. Obduktion 11. VII. 11. Gewicht 8600 g. Tier 
stark icterisch, Leber typische P-Leber, multiple Blutungen 
der inneren Organe. 
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Die entscheidenden Aufklérungen hat die Lehre von der 
Sekretion der Verdauungssafte durch die Versuche von Pawlow 
an Hunden mit kleinem Magen, mit Magenfisteln, mit Pankreas- 
fisteln und Choledochusfisteln erfahren. Mit diesen Methoden 
konnte Pawlow feststellen, welches die wirksamsten Reize 
waren, auf diese Weise konnte er als erster die reinen Ver- 
dauungssiifte untersuchen, die zeitlichen Verhaltnisse der Se- 
kretion konnten aufgeklirt werden, und es war mdglich, ver- 
schiedene Nahrungsmittel in bezug auf die relative Reizstirke 
und Sekretmenge miteinander zu vergleichen. Allmahlich regte 
sich aber das Bediirfnis, auch etwas iiber die absolute Menge 
der abgesonderten Safte zu erfahren. Fir den Magensaft ist 
das durch die Methode der Duodenalfistel méglich geworden, die 
gestattete, den gesamten Mageninhalt, Magensaft und Nahrungs- 
mittel, in dem MaBe, wie er sich entleerte, quantitativ aufzu- 
fangen und gleichzeitig das Entleerte abwirts einzuspritzen, 
sodaB auf diese Weise alle auf den Magen wirkenden Reize 
erhalten blieben.!) Durch etwas andere Lagerung der Duodenal- 
fistel lieB es sich auch erreichen, nicht die Menge des Magen- 
saftes zu bestimmen, sondern die Gesamtmenge aller drei Se- 
krete. ?) 





') L. Tobler, Diese Zeitschrift, Bd. 45, S. 185, 1905. — O. Cohn- 
heim, Miinch. med. Wochenschr., 1907, S. 2581. — O. Cohnheim und 
G. L. Dreyfuss, ibidem, 1908, S. 2484. — Dieselben, Diese Zeitschrift, 
Bd. 58, S. 50, 1908. — F. Best und O. Cohnheim, Miinch. med. Wochen- 
schrift, 1911, Nr. 51. 

*) F. Best, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 104, S. 94, 1911. 
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Wir stellten uns die Aufgabe, die absolute Menge des 
Pankreassaftes zu bestimmen, die auf bestimmte Reize und 
auch auf verschiedene Nahrungsmittel ergossen wurde. Die 
Pankreassaftreaktion hat man bisher entweder im akuten Ver- 
suche studiert; dabei hatte man aber mit der Schwierigkeit zu 
kimpfen, dai man entweder nervése Hemmungen oder Gift- 
wirkungen der angewandten Narkotika mit in Kauf nehmen 
mufte. Auch bekommt man bei diesen Versuchen immer nur 
einen Teil des Pankreassaftes, da das Pankreas ja zwei Aus- 
fiihrungsgiinge hat. Zweitens ist die Sekretion des Pankreas an 
Hunden mit Paw!owschen Pankreasfisteln studiert worden. Aber 
auch hier ist erstens die Schwierigkeit vorhanden, daf nur einer 
der Giinge nach aufen geleitet wird und man nicht ohne weiteres 
weil, wie grof der Anteil gerade dieses Ganges ist. Die zweite 
Schwierigkeit liegt darin, dafS man keine isolierten Reize an- 
wenden kann. Wenn man z. B. an einen Hund mit Pankreas- 
fistel eine bestimmte Menge Fett verfiittert, so bekommt man 
eine bestimmte Menge Pankreassaft. Ob aber das Fett diesen 
Pankreassaft hervorruft, oder ob das Fett lediglich Magensaft- 
sekretion bewirkt, und der Magensaft bei seinem Eintritt ins 
Doudenum die Pankreassekretion hervorruft, das laBt sich an 
der Pankreasfistel nicht entscheiden. Endlich kommen der 
Pankreasfistel noch gewisse technische Nachteile zu, da das 
stindige Herauslaufen des Pankreassaftes die Gesundheit der 
Hunde schadigt. Diese letztere Schwierigkeit scheint durch eine 
Anderung der Technik allerdings tiberwunden zu sein, der Ubel- 
stand aber bleibt bestehen, daB man keine absoluten Zahlen 
bekommt und die Reize nicht voneinander trennen kann. Wir 
haben uns daher zur Gewinnung des Pankreassaftes der Duo- 
denalfistel') bedient und den Pankreassaft dadurch gewonnen, 
daB wir bei den niichternen Tieren, also bei leerem Magen 
und leerem Darm die zu untersuchenden Stoffe in die Duo- 
denalfistel einspritzten. Dann lief der Pankreassaft, der auf 
diese Stoffe abgesondert wurde, zu der Kaniile heraus und man 
kann ohne weiteres die Mengen bestimmen. Doch gilt das nur 


1) 0. Cohnheim, Miinchener med. Wochenschr., 1907, S. 2581. — 
Zeitschrift f. biol. Technik, Bd. 1, 1908. 
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dann, wenn es sich um Stoffe handelt, die nur Pankreassekretion 
hervorrufen und keinen Erguf von Galle. In der Regel be- 
kommt man keinen reinen Pankreassaft, sondern man bekommt 
ein Gemenge von Pankreassaft und Galle. Infolgedessen haben 
wir bei mehreren Hunden folgende Operation ausgefihrt. Es 
wurde bei den Tieren der Ductus choledochus doppelt unter- 
bunden und durchschnitten, es wurde sodann eine Anastomose 
zwischen der Gallenblase und einer Jejunumschlinge hergestellt 
und dann in derselben Sitzung eine Duodenalfistel angelegt. 
Auf diese Weise gelangt die Galle in den Diinndarm, wenn 
auch etwas zu tief, und der Hund hat auferhalb der Versuche 
normale Verdauung. Die Galle lauft aber nicht ins Duodenum 
und man erhalt bei Einspritzungen ins Duodenum aus der 
Kaniile reinen Pankreassaft, diesen aber vollstandig in der Menge, 
in der er abgesondert wird. Es standen uns zwei Hunde zur 
Verfiigung, die die Operation tiberlebten. Der eine starb am 
6. Tage, als uns infolge einer Epidemie unsere sémtlichen Ver- 
suchstiere zugrunde gingen, soda wir nur erst wenige Ver- 
suche an ihm gemacht haben, er ist in den Tabellen weiterhin mit 
J bezeichnet. Der andere lebt heute noch, 2 Monate nach der 
Operation, in bestem Wohlbefinden. Er ist in den Tabellen mit 
H bezeichnet. AuBerdem haben wir noch an mehreren Hunden 
experimentiert, die eine gewOhnliche Duodenalfistel hatten und 
die in den Tabellen mit A—G bezeichnet sind. Die Hunde A, B 
und D erlagen, nachdem wenige Versuche mit ihnen gemacht 
worden waren, einer Pneumonie. Doch war zur Zeit, als die Ver- 
suche gemacht wurden, noch nichts Krankhaftes an den Tieren 
wahrzunehmen. Die anderen Hunde, C, E, F, G, befinden sich 
heute noch im besten Wohlbefinden im Laboratorium. 


I. Versuche mit bestimmten Stoffen. 


Die Fliissigkeiten wurden den Tieren bei leerem Magen 
ins Duodenum eingespritzt. Da es sich meist um kleine Mengen 
handelte, fanden wir keine wesentlichen Schwierigkeiten. Nur 
bei etwas gréBeren Mengen Salzsiiure mufte der Einlauf lang- 
sam erfolgen, sonst lief etwas von der eingespritzten Salzsaure 
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aus der Fistel zuriick und mischte sich dem Pankreassaft bei, 
wodurch die Versuche natiirlich unbrauchbar geworden waren. 

Zunachst kam Salzséure verschiedener Konzentration zur 
Anwendung, von der man ja seit Pawlow und Bayliss und 
Starling weif, dafi sie der wirksamste Erreger der Pankreas- 
sekretion ist. Sodann haben wir der Salzsiure so viel Witte- 
Pepton zugesetzt, dafi die Kongoreaktion verschwunden war, 
wir haben also dieselbe Menge Salzsiéure eingespritzt, aber 
als «gebundene Salzséiure». Weiterhin haben wir Mageninhalt 
eines Hundes, der eine Aciditaét (Phenolphthalein) von 97 hatte, 
eingespritzt und damit ein Gemisch von Salzsiure und Witte- 
Pepton von gleicher Acidit&éit verglichen, beide zeigten keine 
Kongoreaktion. Ferner haben wir Losungen von Witte-Pepton 
gepriift, da es durch Pawlow') bekannt ist, dafi Pepton, d. h. 
richtige Albumosen ein Erreger des Gallenergusses sind. Sodann 
haben wir Olivenél und élsaures Natron, Seife, Sapo medicatus, 
zu 5°/o in Wasser geldst, eingespritzt. Nach Pawlow sollen Ol 
und Seife beide Erreger der Pankreas- und der Gallensekretion 
sein. Endlich wurde Fleischextrakt gepriift, den wir dadurch 
herstellten, dai wir Fleisch mit Wasser auskochten und die 
Bouillon mit Soda versetzten, bis sie auf Lackmus schwach 
alkalisch war, da sonst eine Sdéurewirkung hitte ins Spiel 
kommen kénnen. Die Versuche an den Hunden mit abge- 
leiteter Galle sind in der folgenden Tabelle I zusammengestellt. 

In der folgenden Tabelle II sind die Versuche zusammen- 
gefaBt, bei denen sich Pankreassaft und Galle entleeren konnten. 

Es ergibt sich also auch nach dieser Methode, daf Salz- 
siure der starkste Erreger der Pankreassaftsekretion ist. Ge- 
bundene Salzsiiure wirkt erheblich schwacher, obwohl die 
titrierbare Aciditét unveriandert ist; es kommt also, wie zu er- 
warten war, auf die wirkliche Aciditét an. Mageninhalt wirkt 
nicht anders als ein Gemisch von Salzséiure und Albumosen 
von gleicher Aciditit. Es sind also im Magensaft keine weiteren 
Erreger der Pankreassekretion vorhanden. Ferner ruft Wasser 
eine schwache Sekretion von Pankreassaft hervor, wie das auch 





') Literatur O. Cohnheim, Miinchen. mediz. Wochenschr., 1902, 
S. 2173. — J. P. Pawlow, Nagels Handbuch, B. 2, 8. 728 ff. 
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Tabelle I. 
aaa Pec A | 
_ Eingespritzt | Menge| Zeit | Pankreassaft 
| 9 / ccm | Min. | ~~ ccm 
Hund H HCl025 =) «5000 — | 4 
| | | | 
» H > 0.25 | 50 ; anes J 23 Unmittelbar hinterher. 
| : | _ Dazwischen Soda. 
>» H > 025 | 50 | — | 26 ‘Ebenfalls II. Versuch. 
| | :; 
| > 08 36 | 15 | 23 | 
a.) 2 | ” 
= +-6%Pepton| °° | ~— | e 
—o | se | 4p | einige 
J 3°o Pepton tO | 15 | Tropfen 
HCl+-Pepton) -, | o- ' 
HV aciditat 97 | 92 | | - 
4, Mageninhalt} =) | o. | 4 
H|‘acditat 97 | 59 | 2 | 18 
> H| Wasser | 40 | 10 | 4 
» HI Ol | 40 | 40 | 3 
: a ‘ | 40 | 30 | 5 | 
> H) Seife 5% | 75 | 60 28 | 
>» H_ Bouillon | 100 | 15 7 


schon Pawlow beobachtet hat. Witte-Pepton bewirkt keine 
stiirkere Absonderung als reines Wasser. Auffallend war, dab 
Ol in allen Versuchen nur eine sehr geringe Sekretion des 
Pankreas hervorruft. Sie scheint nicht starker zu sein, als die 
auf Wasser. Die gegenteilige, tibrigens sehr kurz gehaltene An- 
gabe von Pawlow') hangt vielleicht mit der Versuchsan- 
ordnung zusammen. Ein sehr starker Erreger der Pankreas- 
sekretion ist dagegen die Seife. Es besteht also die eigentiimliche 
Beziehung, dab das Ol, das zu seiner Verdauung des Pankreas- 
saftes bedarf, selbst keine Sekretion macht, daf dagegen die 
Seife, die im Darme aus dem Ol] entsteht, Pankreassaft her- 
vorruft. Man sieht also, wie die Sekretion des Pankreassaftes 
darauf eingestellt ist, da} die Nahrung erst in den Magen kommt 
und dann erst, wenn die Verdauung eingeleitet ist und der 
Magen die erregende Salzsiéure sezerniert hat, auf das Pankreas 
einwirkt (siehe unten). Wenn wir mehrere Einspritzungen von 


') Nagels Handbuch, Bd. 2, S. 736. 
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Tabelle II. 
Eingespritzt Menge | Zeit | Sekret 
99 ccm | Min. | 
Hund Al HCl 0,22 | 16 | 35 | 3 ccm Pankreassaft ? 
> A > 0,22 10 | 2/8» = 
» oA » 0,22 | 20 | 15 19 > ' 
» A > 022 | 20 | 15 1165> 
> BI » 0,22 | 20 | os 'Pankreassatft und Galle 
» A 3°/o Pepton | 20 | 6 |Viel Galle 
> Al 3% >» 01 agi. > 
» Al 3% >» 10 | 15 | 3ccm Galle 
» A|HC10,22-++-Pepton) 16 | 15 | 5 » Pankreassaft und Galle 
» Al >oset+ », | 16 | 15 |10 » , a 
» Al » 0,22 10 | 15 |9 > » > 
. -& 01 16 | 20 —— Tropfen Pankreassaft 
» 8B > | 16 ) 15 | 8ccmGalle (und Pankreassaft ?) 
» B : |} 10 | 20 [13 > » (> > 9) 
» D | 20 | 20 10> » (> 2) 
» C > | 50 | 25 |36 » » und Pankreassaft 
— | | | 
+ A Sat und Galle) 20) 15 | 2 » Pankreassat 
» A do. | 10 | 15 | 1 » 
» C Bouillon / 100 | 16 (|10 » > und Galle 
» C}| Wasser | 100 | 16 [12 » , 











Salzséure hintereinander machten, so war die Sekretion des 
Pankreassaftes auf die zweite Einspritzung hin kleiner als auf 
die erste. Es ist das schon von de Zilwa') beschrieben worden. 
De Zilwa gibt aber an, daB man die Sekretion wieder auf die 
alte Hohe bringen kénne, wenn man zwischen den Einspritzungen 
Alkali dem Korper zufiihrte. Wir haben Pankreassaft, in einem 
Falle auch Sodalésung in den Darm eingespritzt, aber trotz- 
dem die Sekretionsverminderung gesehen. Ob die Driise oder 
der Sekretinvorrat der Darmwand ersch6pft sind, laBt sich aus 
unseren Versuchen nicht entnehmen. 








') L. A. E. de Zilwa, Journ. of Phys., Bd. 31, S. 230, 1904. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVIII. 32 
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An den Hunden mit gewohnlicher Duodenalfistel konnten 
wir nun auch die Sekretion der Galle beobachten, oder wie 
man richtiger sagen muS, den ErguB von Galle in den Darm. 
Infolge des seitensténdigen Reservoirs der Gallenblase ist bei 
der Galle Absonderung und EinflieBen in den Darm ja keines- 
wegs dasselbe, und Pawlow hat bei seinen Hunden mit Chole- 
dochusfistel deutliche Unterschiede zwischen beiden festgestellt. 
Die Folge der Existenz der Gallenblase ist nun aber weiterhin, 
das bei unserer Methodik die Versuche tiber die Galle schlecht 
untereinander tbereinstimmen. Es _ stellte sich in noch viel 
hdherem Mafe, als bei dem Pankreas eine rasche Abnahme des 
Gallenergusses heraus, und bei scheinbar gleicher Versuchsan- 
ordnung wurde das eine Mal viel Galle entleert, das andere 
Mal gar keine, oder nur vereinzelte Tropfen. Wir nehmen an, 
daB das von dem Fiillungszustande der Gallenblase abhiingt. 
Hat der Hund lange gehungert, und ist die Gallenblase voll, 
so kommt es leicht zu einer reichlichen Entleerung, ist die Blase 
entleert, so kann die Entleerung ganz ausbleiben. Auf die Galle 
wirken zuniichst stark Ol und Seife, wie das bekannt ist. Ebenso 
ist es bekannt, dali Albumosen Galle flieBen lassen. Auf Ein- 
spritzung einer 3°/oigen Lésung von Witte-Pepton kam es 
immer zu einem starken ErguB von Galle, und diese Galle sah 
in den meisten Fiillen auffallend dunkel aus und war stark 
schleimhaltig. Die Sekretion setzte auferordentlich prompt ein, 
in der Regel 40—50 Sekunden nach der Einspritzung. Die 
Sekretion auf Ol erfolgte meist spiiter. Wir halten es fiir sicher, 
dal} das Witte-Pepton, jedenfalls zunichst!) die Muskeln der 
Gallenblase und der Gallenginge in Bewegung setzt. Wie uns 
zahlreiche hier nicht weiter aufgefiihrte Versuche gelehrt haben, 
ist beim niichternen Hund auferdem Salzsiure ein Erreger der 
(;allenabsonderung, und auch auf Wasser kommen immer einige 
Tropfen Galle. Wenn eine Zeitlang Galle ausgeflossen ist, so 
treiben Wasser und Salzséure gewohnlich keine Galle mehr, und 
man kann sich auch bei einem Hunde mit gewohnlicher Duodenal- 
listel gallenfreien Pankreassaft verschaffen, indem man mehrmals 


‘) L. Asher u. G. Barbera, Zeitschr. f. Biol., Bd. 32, S. 154 (1897). 
L. Asher u. P. Bohm, ibid., Bd. 51, S. 409 (1909). 
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hintereinander verdiinnte Salzséure einlaufen lift. Auf die 
spiteren Einspritzungen hin bekommt man gewohnlich keine 
Galle mehr. 

Weiterhin konnten wir die friihere Beobachtung von Cohn- 
heim!) bestatigen, daf auf den Frefreiz hin immer Pankreas- 
saft und Galle abgesondert werden, also eine psychische Sekre- 
tion analog der psychischen Sekretion des Magens. Es sind 
durchschnittlich 4—4 ccm Pankreassaft und Galle, die bei jedem 
Fressen entleert werden und durchschnittlich 1—2 Minuten nach 
dem Fressen, d. h. ehe Mageninhalt in den Darm itibertritt. Wir 
suchen die Bedeutung dieser psychischen Sekretion des Pankreas- 
saftes und der Galle in dem Abfangen von Fliissigkeiten, die rasch 
durch den Magen hindurchlaufen, ehe die Magensaftabsonderung 
zu einem Pylorusschlui fiihren kann. Bei Milch ist das Durch- 
laufen einiger Schiisse durch den Magen meist gut zu beob- 
achten, bevor es zur Gerinnung der Milch kommt, und wir 
méchten in diesem Zusammenhang daran erinnern, daf das Milch- 
fett an sich keine Pankreassekretion bewirkt (siehe oben). Ist 
die Spaltung des Fettes aber einmal eingeleitet, so lift die ge- 
bildete Seife neuen Pankreassaft strO6men. 

Fleischextrakt, der ein so miichtiger Erreger der Magen- 
saftsekretion ist, wirkt auf Pankreassaft und Galle nicht anders 
als reines Wasser ein, die Wirkung des Fleisches auf die Pan- 
kreassekretion kommt also nur auf dem Umwege iiber den 
Magen zustande. 

Die Zusammensetzung des Pankreassaftes, der sich auf 
die verschiedenen Arten des Reizes ergieft, ist nach Pawlow 
merklich verschieden. Wir haben keine Untersuchungen dariiber 
angestellt, doch wird unser Hund H von anderer Seite dazu 
verwendet werden. 

Um die Art der Reize aufzukliren, die auf das Pankreas 
und die Leber wirken, haben wir uns noch des Novocains be- 
dient. Best und Cohnheim?) haben gefunden, dafi man durch 
Einspritzung von 3—4 cem einer 1°/oigen Lésung von Novocain 
in den Diinndarm die Bewegungsreflexe vom Diinndarm auf 

‘) 0. Cohnheim, Miinch. med. Wochenschr., 1907, S. 2581. 

*) F. Best u. O. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 113 (1910). 
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den Magen und auf die héher gelegenen Teile des Diinndarms fiir 
eine halbe Stunde aufheben kann. Salzsiure und Ol bewirken 
dann keinen Pylorusschluf und keine Aufhebung der Bewegung 
der héheren Darmteile. Es war denkbar, dai das Novocain auch 
Reflexe unterdriickte, die vom Darm auf das Pankreas wirkten, 
wiahrend eine Hormonwirkung natiirlich unbeeinflufit geblieben 
wire. Wir haben infolgedessen den Hunden 3!/2 ccm einer 
1 °/oigen NovocainlOsung eingespritzt und einige Minuten spiter 
Salzsiiure, Witte-Pepton, Seife und Ol und haben die Entleerung 
mit dem verglichen, was wir ohne die Novocaineinspritzung auf 
dieselben Reize sahen. Die Versuche sind in Tabelle III zu- 
sammengefabBt. 
Tabelle III. 


Hund | Kingespritzt | Menge Zeit a 
%0 ccm | Min. 





H (ohne Galle) HCl 0,25 50 | 30 | Nov. (| 20 ccm Pankreassaft 





H( » » )) >» 0,25 50 | 25 |keinNov.| 26 » > 
C... . .|Witte-Pepton) — | 25} Nov. | Viel Galle 
es. dean . ian: hae ‘ . @ 
G ao a er ee » — —_— » » » 

fo 6 . 36 ccm Galle und Pan- 
na Seife 5 50 25 kein Nov esneai 


| 
| 
| 
f | Nov. | 13 cem Pankreassaft 











vices | 5 | 50 | 15 

DF cee: Hiner | » &§ 50 | — > Viel Pankreassaft 

_ ) oo» 8 50 |—| » . : 

sch ec — » 5 | 50 |—) »  |Pankreassaft und Galle 
re Ol 20 }— | » | Viel Galle 


Es zeigt sich, dafs die Absonderung des Pankreassaftes 
auf Salzsiiurereiz, wie zu erwarten war, nicht aufgehoben wird, 
sie wird aber merklich herabgesetzt. Fleig'!) hat seinerzeit 
angegeben, daB es neben der Sekretinwirkung noch eine nervise 
Verbindung zwischen Darm und Pankreas gibe. Unsere Ver- 
suche kénnten vielleicht als eine Bestatigung dieser Annahme 
angesehen werden, doch ist es natiirlich méglich, daB das Novo- 


') C. Fleig, Arch. génér. de Médic., 80¢ Année, 1903, Bd. 1, S. 1473. 
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cain auch in anderer Weise wirkt. Nicht beeinfluBt werden 
durch das Novocain die Einwirkung von Wasser und von Seife 
auf das Pankreas und die Einwirkung von Witte-Pepton und 
Ol auf die Galle. Die Erregung der Gallensekretion durch Seife 
wurde durch Novocain mehrere Male unterdriickt. Ein ander- 
mal konnte sie aber beobachtet werden. 

Es ist schon oben auseinandergesetzt worden, weshalb 
sich die Gallenwerte sehr verschieden verhalten. Der eine 
Versuch, bei dem die Einspritzung von Galle trotz vorher- 
gehender Novocaineinfiihrung die Gallensekretion nicht hemmte, 
ist daher wohl beweisender. 


II. Die Sekretion vom Pankreassaft und Galle auf verschiedene 
Nahrungsmittel. 

Hierbei muB8te das Einzuspritzende erst gewonnen werden, 
indem das betreffende Nahrungsmittel an Hunde mit Duodenal- 
fistel verfiittert und aus der Duodenalfistel, also teilweise ver- 
daut und mit Magensaft untermengt, aufgefangen wurde. Diesen 
Mageninhalt spritzten wir dann dem Hunde, der Pankreassaft 
liefern sollte, in die Kaniile ein. 

Dabei waren aber noch eine Reihe von besonderen Vor- 
kehrungen zu treffen. Was zunichst die Gewinnung des Magen- 
inhaltes angeht, so ist friiher gezeigt worden, dafi man nur 
dann richtige Werte erhalt, wenn man durch Einspritzen des 
Mageninhaltes in den Darm die Reflexe erhalt, die vom Diinn- 
darm her auf den Magen wirken. Wir haben zu diesem Zwecke 
bei den meisten Versuchen 2 Hunde aufgestellt, die das Gleiche 
zu fressen bekamen. Bei dem einen wurde der Mageninhalt 
einfach aufgefangen, bei dem anderen aber wurde von Zeit zu 
Zeit dasjenige, was sich bei dem ersten Hunde entleert hatte, 
durch die Duodenalkaniile abwarts eingepritzt. Cohnheim 
und Dreyfuss haben einmal einen Hund beschrieben, bei dem 
man ausschlieBlich Mageninhalt aus der Kaniile auffangen konnte. 
Es ist uns nicht wieder gelungen, einen solchen Hund zu ge- 
winnen. Wir sind infolgedessen so vorgegangen, daf wir, nicht 
wie normal, hiiufig kleine Mengen des Mageninhaltes von Hund I 
dem Hund II einspritzten, sondern von Zeit zu Zeit eine grébere 
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(uantitiit. Durch diese Einspritzung wurde die Magenentleerung 
fiir langere Zeit aufgehoben und es entleerte sich Pankreassaft 
und Galle aus der Kaniile. Nach einiger Zeit wurden diese 
dann eingespritzt und der Pylorus dadurch geoffnet, sodafi der 
Mageninhalt wieder ausflob. Bisweilen dauerte die Sekretion. 
von Pankreassaft und Galle etwas langer an als der Pylorus- 
schluf, und in diesem Falle kamen kleine Mengen der alka- 
lischen Sekrete in den Mageninhalt. Doch hat es sich immer 
nur um einige Tropfen, oder héchstens einige Kubikzentimeter 
gehandelt, die sich dem Mageninhalt von 400—1200 ccm bei- 
mischten. Die Resultate kénnen dadurch nicht nennenswert 
beeinfluf{t werden, doch soll der Schonheitsfehler erwahnt sein. 

In einigen Versuchen haben wir die Gewinnung des Ein- 
zuspritzenden etwas vereinfacht, indem wir nicht 3 Hunde auf- 
stellten, sondern nur 2, der erste Hund erhielt zu fressen und 
die Magenentleerung wurde dadurch reguliert, dafi von Zeit 
zu Zeit in die Duodenalfistel etwas Salzsiure eingespritzt wurde. 
Ks ist friiher von Cohnheim und Dreyfuss!) gezeigt worden, 
dafi es einige Stoffe gibt, bei denen man ohne Einspritzung 
nicht allzu falsche Werte fiir die Magenverdauung erhalt. Es sind 
das Fleisch in groben Stiicken, und das Probefriihstiick. Denn 
bei diesen Stoffen kann sich der Pylorus auch ohne Einspritzung 
nicht beliebig 6ffnen, weil er sich auf den mechanischen Reiz 
der festen Kérper schlieSt. Bei breiigen Stoffen hingegen ist eine 
genaue Einspritzung absolut notwendig, da man sonst ganz un- 
mogliche Werte fiir die Magenverdauung bekommt. 

Bei Fleisch und Probefriihstiick, bei denen die Einspritzung 
demnach ohnehin weniger wichtig war, haben wir statt des Magen- 
inhaltes daher Salzsiure genommen. Durch die Art der Ein- 
spritzung, selten und in grofen Pausen, wird die Zeit der 
Magenentleerung bisweilen iibermiébig verlangert, die Menge 
des abgesonderten Magensaftes aber, auf den es uns hier ankam, 
nicht beeinfluBt. Bei der Einspritzung des Mageninhaltes von 
Hund II in Hund III waren ebenfalls einige Vorkehrungen zu 
treffen. Zuniichst muBte natiirlich der Magen leer sein, da man 


'‘) 0. Cohnheim und G. L. Dreyfuss, Diese Zeitschrift, Bd. 58, 
S. 50, 1908. 
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ja sonst Mageninhalt zwischen den Pankreassaft bekommen 
hiitte. Wir wollen betonen, daB die Erzielung der Niichtern- 
heit bei Hunden einige Schwierigkeiten macht, wenn man Wert 
darauf legt, dafi die Tiere auferhalb der Versuche gut ge- 
fiittert werden und nicht eingesperrt sind. Sodann aber hat 
Best!) gefunden, dali die Bewegungen des Darmes in Abhiingig- 
keit von den bewegungen des Magens stehen. Wenn man bei 
stillstehendem Magen Fliissigkeiten in die Duodenalkaniile ein- 
zufiihren versucht, so werden diese Fliissigkeiten viel langsamer 
im Diinndarm forttransportiert, als wenn der Magen sich be- 
wegt, bisweilen macht es erhebliche Schwierigkeiten, tiberhaupt 
grOBere Quantitiéten von Fliissigkeit in den Diinndarm einlaufen 
zu lassen, solange der Magen stillsteht. Wie Cannon und 
Lieb?) kiirzlich beobachtet haben, erleidet die Muskulatur des 
Magens bei jedem Schluckakt einen Tonusfall, sodaB der Magen 
auf diese Weise empfangsbereit wird. Wahrscheinlich kommt 
es auch bei Bewegungen des Magens zu einer solchen ge- 
steigerten Aufnahmefahigkeit des Darmes, jedenfalls aber ist 
die Einwirkung auf die Bewegungen deutlich, die dem F'iissig- 
keitstransport dienen. Wir sind infolgedessen so vorgegangen, 
dafi wir die niichternen Hunde etwas stark verdiinnte Milch 
saufen lieBen (reines Wasser saufen Hunde nicht, auber wenn 
sie durstig sind, und durstig diirfen sie nicht sein, da sonst 
die Sekretion gering ist). Diese verdiinnte Milch lauft rasch 
aus dem Magen heraus, und unmittelbar nachdem sich der 
Magen entleert hatte, begannen wir mit den Einspritzungen. 
In der Regel war es dann leicht, den Tieren die gesamte Menge, 
die sich aus dem Magen des anderen Hundes entleert hatte, 
einzuspritzen (Fall unter IIIf). 

Aus dem Magen entleert sich bei Fleisch und Milch fast 
reine Fliissigkeit, die sich durch ein Drahtnetz leicht von der 
geringen Menge von ungeléstem Festem abfiltrieren lift. Bei 
den pflanzlichen Nahrungsmitteln entleert sich aus dem Magen 
ein dickerer oder diinnerer Brei, der mehr oder weniger feste 





1! F. Best, Die Arbeit ist im Druck. 
?) W. B. Cannon und C. W. Lieb, Americ. Journ. of Physiol., 


Bd. 29, S. 267 (1911). 
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Sestandteile enthalt. Er wurde durch ein Drahtnetz, soweit 
moglich, durchgerieben, nur die Fliissigkeit konnte zur Ein- 
spritzung verwendet werden, die Menge des Festen, das sich 
nicht durch das Drahtnetz durchreiben lief, ist in den Ver- 
suchen angegeben. 

Tabelle IV. 

|. Hund E frift 60 g Brot und 400 cem Wasser. Entleerung 
68 Min. Hund G frift 450 g und erhaélt das von Hund E Ent- 
leerte eingespritzt. Dauer 117 Min. Hund C erhilt das von 
Hund G eingespritzt, er entleert 74 ccm Pankreassaft und Galle. 

2. Hund D frift 45 g Brot und 190 ccm Wasser, erhiilt 
Salzsiiure eingespritzt. Entleerung 130 Min. Hund G dient zur 
Kinspritzung. 72 ccm Pankreassaft und Galle. 

3. Probefriihstiick. Hund C 50 g Brot, 400 ccm Wasser. 
Kinspritzung von Salzsiure. Dauer 110 Min. Aufgefangen 
630 cem, 40 g Festes. 220cem Magensaft eingespritzt in Hund G. 
Kntleert 69 cem Pankreassaft und Galle. 

4. Probemahizeit. 350 g Schleimsuppe, 250 g Kartoffel- 
brei, | Beefsteak von 150 g Fleisch und 20 g Butter. Hund E 
ohne Einspritzung. Dauer 54 Min. Hund F mit Einspritzung 
des von Hund E Entleerten. Dauer 345 Min. Hund C zur 
Einspritzung. 292 ccm Pankreassaft und Galle. 

5. Fleisch in Stiicken. Hund F frift 97 g. Einspritzung 
von Salzsiiure, Entleerung von 305 ccm. Dauer 120 Min. Am 
niichsten Tage Einspritzung in denselben Hund 174 ccm Pan- 
kreassaft und Galle. 

6. Fleisch in Stiicken. Hund C ohne Einspritzung fribt 
120 g. Dauer 195 Min. Entleerung von 410 ccm. Hund F 
frift 100 g, erhalt die 410 cem eingespritzt. Dauer 225 Min. 
Hund C zur Einspritzung. 181 ccm Pankreassaft und Galle. 

7. Fleisch in Stiicken mit Butter gebraten. Hund C fribt 
100 g Fleisch mit 20 g Butter gebraten, Einspritzung von Salz- 
siiure. Dauer 270 Min. Hund F zur Einspritzung. 186 ccm 
Pankreassaft und Galle. 

8. 100 g Fleisch in Stiicken mit 20 g Butter gebraten 
(Gewicht nach Braten 100 g). Hund F frift es. Dauer 105 Min. 
Hund C frift dasselbe. Einspritzung von Hund F. Entleerung 
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von 454 cem, 15 g Festes und Eingetrocknetes. Also 369 ccm 
Magensaft. Dies Hund H eingespritzt. 134 ccm Pankreassaft. 

9. 200 ccm Milch. Hund E ohne Einspritzung. Dauer 
46 Min. Hund C mit Einspritzung des von Hund E Entleerten. 
Dauer 150 Min. Hund C zur Einspritzung. 131 ccm Pankreas- 
saft und Galle. 

10. Weifbrot. Hund E frigt 200 g, Einspritzung von Salz- 
séure. Dauer 180 Min. Hund C zur Einspritzung. 290 ecm 
Pankreassaft und Galle. 

11. Hafergriitze. Hund E erhalt 150 g Haferflocken mit 
1000 cem Wasser gekocht + 10 ccm menschlichen Speichel. 
Es sind nach dem Kochen 870g, keine Einspritzung, 980 g 
aufgefangen. Dauer 30 Min. Hund F erhiilt dasselbe mit 30 g 
Butter versetzt und bekommt das von Hund E Entleerte einge- 
gespritzt. Dauer 250 Min. 1020 g gefressen, 1240 g entleert. 
2 weitere Hunde erhalten das Entleerte eingespritzt und liefern 
zusammen 140 ccm Pankreassaft und Galle. 

12. Genau wie 11, nur diente als Hund II ein Hund, bei 
dem sich im Laufe der Zeit vielleicht im Zusammenhang mit einer 
Magenfistel, die er neben der Duodenalfistel hatte, eine starke 
Herabsetzung der Magensaftsekretion ausgebildet hatte. Hund II] 
entleerte nur 59 ccm Pankreassaft und Galle. 

Die Versuche zeigen, dab die Sekretion von Pankreas- 
saft und Galle auf die gleichen Nahrungsmittel eine sehr gleich- 
mafige ist. Die Mengen sind sehr grofi und sie stehen in 
deutlicher Abhangigkeit von der Menge der Magensaftsekretion. 
Besonders grofi sind die Mengen daher bei Fleisch, Beefsteak 
und der Probemahizeit. Aber auch Brot liefert sehr bedeutende 
Mengen von Pankreassaft und Galle. Interessant ist, wie die 
Stérung der Magensaftsekretion (Versuch 12) sofort eine be- 
trachtliche Herabsetzung der Pankreassekretion herbeifiihrt. — 
Fiir die Summe der Sekrete hat Best ihnliche Zahlen ge- 
funden wie wir. 


III. Versuche mit Brot und Mehl. 


Best hat beobachtet, daf Brot und Mehlbrei sich keines- 
wegs gleich verhalten. Quantitative Versuche tiber die Pankreas- 
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saftsekretion hat er nicht ausgefiihrt, aber soweit sich durch 
den bloben Anblick etwas entscheiden lief, ergab sich, daf 
die Sekretion der alkalischen Sekrete bei Mehl und auch bei 
backfertigem Teig viel niedriger war, als bei Brot. Wir be- 
schlossen, die Pankreassaftreaktion bei Mehl besonders des- 
halb zu untersuchen, weil es uns als mdglich erschien, dab 
sich hier interessante Beziehungen zwischen der déuBeren und 
der inneren Sekretion des Pankreas ergeben wiirden. Es be- 
steht unter den klinischen Beobachtern anscheinend Einmiitig- 
keit, dafi die Haferkur von v. Noorden ein sehr gutes Mittel 
bei der Behandlung vieler Diabetiker ist. Nicht nur kommt es 
wihrend der Kur, trotz der reichlichen Kohlenhydratzufuhr im 
Hafer, zu einem starken Riickgang, ja selbst zu einem vollen 
Aufhéren der Zuckerausscheidung, sondern diese giinstige 
Wirkung einiger Hafertage dauert liingere Zeit an. Eine Er- 
kliirung fiir diese Erfolge der Haferkur kann bis heute nicht 
eegeben werden. Es ist daran gedacht worden, dali der Hafer 
besondere Stoffe, Fermente oder Aktivatoren enthielte, die fiir 
die Zuckerverbrennung im Organismus von Wichtigkeit wiiren. 
Klotz!) schreibt neuerdings den Darmbakterien die Hauptrolle 
bei der giinstigen Wirkung des Hafermehls zu. Diese Ansicht 
von Klotz widerspricht den Beobachtungen von Best, der 
fand, dali Mehlbrei, wenigstens bei Zusatz von Butter, im Diinn- 
darm vollstaéndig resorbiert wird. Eine stiarkere Bakterien- 
wirkung kann aber wohl erst im Dickdarm angenommen werden. 
Jedenfalls ist die Wirkung des Hafermehls vorhanden, aber 
durchaus nicht aufgekliirt, und wir hielten es fiir richtig, die 
Verdauung des Hafermehls und des Weizenmehls einmal zu 
untersuchen. Wir versuchten zuniichst mit der gleichen Technik 
auszukommen, wie bei den unter II genannten Versuchen, 
stieben dabei aber auf die Schwierigkeit, dai der dicke Brei, 
der sich bei der Verfiitterung von Weizenmehl und besonders 
von Hafermehl aus der Duodenalfistel entleerte, sich nicht voll- 
stiindig in den Diinndarm einspritzen lie}. Wenn eine gewisse 
Menge eingelaufen war, so lief etwas zuriick und mischte sich 


') Klotz, Miinchener med. Wochenschrift, 1911. Daselbst Literatur. 
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dem ausfliefenden Pankreassaft bei. Es scheint, als ob der 
dicke, mit relativ wenig Magensaft vermischte Brei, im Diinn- 
darm sehr langsam forttransportiert wird. Nun hitten wir die 
Einspritzung tiber einen sehr langen Zeitraum ausdehnen kénnen, 
aber wir wubten von friiheren Versuchen, dai es unzulissig 
ist, die Hunde liinger als 3—4 Stunden in den Hosen stehen 
zu lassen, dann werden die Tiere miide und man bekommt 
unberechenbare psychische Hemmungen. Anderseits hitten 
wir mehrere Hunde nebeneinander zur Einspritzung aufstellen 
kénnen, aber es war nach den Erfahrungen iiber die FKin- 
spritzung von mehreren Portionen von Salzsiure hintereinander 
nicht ohne weiteres zu erwarten, dal} man damit richtige 
Werte erhielt. Fiir die Galle war das sogar ausgeschlossen. 
Endlich hétten wir kleine Mengen verfiittern kOnnen. Aber 
auch damit hatten wir keine richtigen Werte bekommen, denn 
auf eine kleine Menge entleert sich relativ mehr Magensaft und 
nach dem oben Angefiihrten infolgedessen auch Pankreassaft. 
Es ist nicht so, dal} auf die doppelte Menge einfach auch doppelt 
so viel Magensaft abgesondert wird. Ein derartiges Verhiiltnis 
kann man bei Fleisch und einigermafen auch noch bei Brot 
beobachten, bei denen die chemisch bedingte Sekretion des 
Magensaftes neben dem Appetitsaft eine bedeutende Rolle spielt. 
EKinen Beleg dafiir gibt ein Vergleich unserer Zahlen mit denen 
von Best. Bei Mehibrei scheint das nach unseren Versuchen 
aber nicht der Fall zu sein, hier ist fast nur der Frebreiz Er- 
reger der Magensaftsekretion und der ist bei verschiedenen 
Mengen nicht etwa proportional der Menge. Wir haben in 
einem Versuche 105 g Hafermehl mit 500 ccm Wasser ver- 
kocht und erhielten daraufhin eine Sekretion von 124 cem 
Magensaft. In einem zweiten Versuche haben wir genau die 
Hilfte genommen und erhielten kaum weniger Magensatt, 
104 ccm. Bei einem Versuche ohne Einspritzung, bei dem der 
Mehlbrei also nur kurz im Magen verweilte, erhielten wir auf 
528 g Brei 82 g Magensaft, auf 265 g auch 69 g, also einen 
ganz geringen Unterschied. Je kleiner die verfiitterte Menge 
ist, desto mehr verwischen sich die Unterschiede zwischen den 
Nahrungsmitteln. Wir durften also mit den absoluten Mengen 
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nicht zu tief herunter gehen, und haben uns nun so geholfen, 
dafi wir eine gréfere Menge verfiitterten und von dem Ent- 
leerten nur einen Teil zur Einspritzung benutzten. In dem 
ersten Brotversuche erhielten wir 290 cem Mageninhalt, von 
diesen wurden 30 cem fiir Titrationen verbraucht und je 130ccm 
dem Hunde H, der nur Pankreassaft lieferte, und einem anderen 
Hunde, der Pankreassaft und Galle lieferte, eingespritzt. Dieses 
Verhiltnis legten wir dann auch den Breiversuchen zugrunde, 
und spritzten von dem Aufgefangenen jedesmal 13/29 ccm ein. 
Dali dies Verfahren richtig war, zeigt ein Vergleich zwischen 
den Brotversuchen, Tabelle IV, Nr. 10 und Tabelle V, Nr. 2. 
sei dem Versuche IV, 10 wurden 290 cem Pankreassaft und 
Galle erhalten, das sind auf 150 g Brot 217 ccm. Bei V, 2 
wurden fiir 150 g 211 cem erhalten. 

Verfiittert wurde immer die gleiche Menge Trockensub- 
stanz. Es entsprechen sich 150 g Brot und 105 g Mehl. Diese 
Relation wurde uns von dem Bicker angegeben, von dem wir 
das Brot bezogen, und entspricht der Angabe bei Kénig. Als 
srot benutzten wir ein Brot aus feinem Weizenmehl, das von den 
hiesigen Biickern unter dem Namen «Kaviarbrot» verkauft wird. 
Es wurde in Scheiben geschnitten und 10 g Butter und 10 ¢ 
menschlicher Speichel hinzugefiigt, das letzere, um die Verzucke- 
rung der Stirke im Magen, die beim Hunde ja fehlen mubB, 
nachzunehmen. Mit dem Brot verglichen wir das Weizenmehl, 
das zur Herstellung dieses Brotes diente, ferner gekochte und 
zerquetschte Kartoffeln und Hafermehl. Wir haben sowohl 
Haferflocken (Hohenlohe) wie Hafermehl (Knorr) verwendet. 
Von den Kartoffeln wurden 370g mit 10 g Butter und 10g 
Speichel verfiittert, von jedem der Mehlarten wurden 105 g 
mit 500 cem Wasser zu einem Brei gekocht, bei Weizenmehl und 
Hafermehl wurden 5 Min., bei Haferflocken 15 Min. im Sieden 
gehalten. Nach dem Abkiihlen wurden 10 g Butter und 10 g 
Speichel hinzugefiigt. Es war sehr schén zu sehen, wie auf 
die Hinzufiigung des Speichels in 1—2 Min. eine deutliche Ver- 
(liissigung des vorher dicken Breies stattfand. Die Butter wurde 
zu allen Versuchen hinzugegeben, weil die Hunde den Mehlbrei 
ohne Butter nicht fressen. Die Resultate sind in Tabelle V zu- 


sammengefabt. 
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Tabelle V. 


1. Brot. Einspritzung von Salzséure. Aufgefangen 390 g. 
240 g Magensaft. Dauer 165 Min. Aciditét 85 Kongo +-. Ein- 
spritzung von je 130 ccm. 71 ccm Pankreassaft und Galle. Dabei 
aber sehr wenig Galle. Pankreassafteinspritzung mifgliickte. 

2. Brot. Hund C ohne Einspritzung. Hund E mit Kin- 
spritzung des von Hund C entleerten. 340 Min. 420ccm. 43 ¢ 
Festes. 233 Magensaft. Aciditiit 86 Kongo -+-. Pankreassaft 
und Galle 95 ccm. Pankreassaft 66 ccm. Viel Galle. 

3. Brot. Der Versuch war ganz entsprechend, doch kam 
es beim Einspritzen in die letzten Hunde zu etwas Riicklauf, 
sodaf die Zahlen nicht vollig genau sind. Dauer der Magen- 
entleerung bei Hund 2 270 Min. Pankreassaft und Galle 70 
bis 75 cem. Wenig Galle. Pankreassaft 60—65 ccm. 

4. Weizenmehl. Hund C 514 gefressen. 680 entleert, 
166 Magensaft. 2. Hund mit Einspritzung des von Hund C. 706 
entleert. 192 ccm Magensaft. Dauer 240 Min. Je 250 ccm 
werden eingespritzt. 23 ccm Pankreassaft. 25 ccm Pankreas- 
saft und Galle, nur wenig Galle. 

5. Haferflocken. 1. Hund C. 2. Hund E.  Einspritzung 
von Hund C. Dauer 195 Min. 155 Magensaft, 480 ccm ent- 
leert. Aciditét 51, Kongo negativ. Eingespritzt je 219 ccm. 
Bei dem Pankreashunde etwas Riicklauf. 13—15 ccm Pankreas- 
saft, 46 ccm Galle. Viel Galle. 

6. Hafermehl. 1. Hund C 26 Min. 82 Magensaft. 2. Hund E. 
Dauer 244 Min. 124 Magensaft. 605 ccm Aciditit 64. Kongo 
negativ. Eingespritzt je 271 ccm. Pankreassaft und Galle 44 ccm. 
Viel Galle. Pankreassaft 13 ccm. 

7. Hafermehl. 1. Hund C. 2. Hund F. Einspritzung der 
von Hund C aufgefangenen. 188 Min. Aufgefangen 580 ccm. 
Ganz wenig Festes. Kongo negativ. Zur Einspritzung in Hund H 
260 ccm. H lieferte 12 ccm Pankreassaft. 

8. Kartoffeln. 1. Hund C 530 ccm. 233 g Festes, 373 
Magensaft. Dauer 125 Min. 2. Hund F 560 Fliissigkeit, 252 g 
Festes. 422 Magensaft. Aciditét 78. Kongo 4-. 238 Min. 251 ccm 
eingespritzt. 63 ccm Pankreassaft und Galle. 137 ccm einge- 
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spritzt bei Hund H 25 cem Pankreassaft, auf 251 ccm berechnet 
sind das 46 ccm. 

In Tabelle IV sind die Ergebnisse dieser letzten Versuche 
zusammengestellt, wobei die Mengen von Pankreassaft und 
Pankreassaft und Galle auf die Gesamtmenge umgerechnet sind. 
Ks ist noch der oben unter Tabelle IV, Nr. 10 erwaéhnte Brot- 
versuch hinzugefiigt. 


Tabelle VI. 





























Magensaft | Pankreassaft und Galle | Pankreassaft 
ccm | ccm ccm 
bak. s «ECU | 940 158 i 
pe ree oe | — | 158 136 
Sg ee | 33 211 150 
ee, 217 - 
Kartoffeln . 2. 5) 422 138 102 
Weizenmehl .. .| 192 56 50 
Hafermehl ....| 126 98 | 29 
sets = ie | 27 
Haferflocken ...| 155 | 102 | 31 


Das Resultat dieser Versuche ist sehr tiberraschend. Es 
zeigt némlich, daB sich auf Brot sehr viel Pankreassaft 
ergiefit, auf das Mehl indessen, aus dem das Brot ge- 
backen ist, nur iuberst wenig, und noch weniger auf 
Hafermehl. Zum Teil liegt diese geringe Absonderung des 
Pankreassaftes an der geringen Menge Magensaft,!) indessen 
nicht ausschlieBlich. Auch der Fettgehalt des Hafermehles kann 
schwerlich der Grund sein, da die Hinzufiigung von Butter zu 
Brot gar keinen Unterschied macht und da bei diesen Ver- 
suchen immer gleichmifig Butter hinzugefiigt wurde. Vielleicht 
spielt die Konsistenz eine Rolle. Der Brei entleert sich schnell 
aus dem Magen, viel schneller als das Brot. Ohne Einspritzung 
wiirde man mit Mehlbrei ebensowenig experimentieren kénnen 
wie mit der Probemahlzeit. Vielleicht ist die schleimige Kon- 


') Hafermehl ist auf Lackmus und Phenolphthalein sauer, die 
Aciditéten kommen also nur zum Teil auf Salzsaure. 
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sistenz von Bedeutung, die so wirkt, wie wir dies von den 
Mucilaginosa annehmen. Sie verhindert, dab Reste die Schleim- 
haut treffen. 

Auffallend ist die starke Sekretion aller Verdauungssiifte 
bei Kartoffeln. Es sei an Rubnersche Versuche erinnert, nach 
denen sich Kartoffeln als auffallend giinstig fiir den Stickstoff- 
versuch erweisen. Wie dem aber auch sei, jedenfalls ergibt 
sich aus unseren Versuchen, dab diejenigen Stoffe, die bei der 
Behandlung des Diabetes von Nutzen sind, eine ganz auffallend 
geringe Pankreassekretion machen. Bei dem Diabetes spielt 
der Ausfall der inneren Sekretion des Pankreas eine Rolle. 
Man hat sich im allgemeinen wohl vorgestellt, dafi die beiden 
Funktionen des Pankreas recht unabhingig voneinander wiiren. 
Unsere Versuche driingen einem die Annahme auf, dafi zwischen 
diuferer und innerer Sekretion des Pankreas doch ein Zusammen- 
hang besteht, denn die Haferkur, die sich beim Diabetes als 
nuitzlich erweist, ist eine Kur, bei der das Pankreas als Driise 
in hohem Mabe geschont wird, eine Schondiit in bezug auf die 
diufere Sekretion des Pankreas. Es liegt sehr nahe, anzunehmen, 
dafi diese Schonung des Pankreas als Driise dem Pankreas als 
Hormonerzeuger zugute kommt. Experimentell lafit sich unsere 
Annahme am Tiere nicht gut priifen, da wir bis jetzt nur das 
Pankreas exstirpieren, es aber nicht krank machen konnen. 
Vielleicht laft sich aber an Patienten beobachten, ob es auch 
neben der Haferkur noch andere fiir Diabetiker zweckmiibige 
Diatformen gibt, bei denen das Pankreas als Driise geschont 
wird. Ist unsere Annahme richtig, so erscheinen einige Maf- 
nahmen, die praktisch erprobt sind, in anderer Beleuchtung als 
bisher, z. B. die giinstige Wirkung der Alkalizufuhr. Auch die 
Schadlichkeit der Fleischnahrung und die Schadlichkeit von Milch, 
die man bisher hauptsaéchlich auf die Zusammensetzung von 
deren EiweiBkérpern zuriickgefiihrt hat, erscheinen hier in 
anderer Beleuchtung. 

Weiterhin erklirt die geringe Sekretmenge und das lange 
Verweilen des Haferschleims im Darm die giinstige setae bei 
Erkrankungen des Magens und Darms. 
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Hafermehl, das bei Diabetes sich praktisch bewahrt hat, 
ist ein diufBerst geringer Erreger der Pankreassekretion. 


Zusammenfassung. 
Fiir die Sekretion des Pankreas ergeben sich folgende 

Zahlen : 

'Pankreassaft Pankreassaft und Galle | Magensaft 

ccm ccm ccm 
50 ccm HC] 0,25% .| 40 1 ‘on 
50» HCl--Pepton| 18.5 - _ 
75 » Seife 5% . . 28 a aa 
Probefrithstiick. . . . ~- 72 — 
Probemahlzeit... . — 292 ae 
100 g Fleisch roh . . — 181 - 
100 » Beefsteak . . . 134 186 369 
200 ccm Milch... . _— 131 = 
200 g Weiftbrot. . . . an 290 -- 
150 » > -+- Butter) 143 176 238 | 
Kartoffen. ..... 102 138 422 
Weizenmehl..... 50 56 192 
Hafermehl. . . . . a9 100 140 ' 














I IR 





Weitere Mitteilungen iber die Eiweif{ sparende Wirkung 
verfitterter Ammoniaksalze. 
Von 
E. Grafe. 


Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Heidelberg. 


(Der Redaktion zugegangen am 13, April 1912.) 


In einer friiheren Mitteilung mit V. Schlipfer!) wurde 
nachgewiesen, dali es bei einer starken Uberernihrung mit 
Kohlenhydraten gelingt, bei vorher unterernaéhrten wachsenden 
Hunden mit Ammoniaksalzen Stickstoffgleichgewicht oder nahezu 
Stickstoffgleichgewicht zu erzielen. Am besten eignete sich dazu 
das Ammoniaksalz der Citronenséure. Durch Darreichung dieses 
Salzes in gr6feren Mengen konnte ein Hund 15 Tage hindurch 
vollkommen im Stickstoffgleichgewicht gehalten werden, es fand 
sogar eine geringe N-Retention von 0,79 wiihrend dieser Zeit 
statt, doch ist die daraus pro die sich berechnende Menge von 
+ 0,053?) taglichem Ansatz zu geringfiigig, um den SchluS zu 
gestatten, dal es sogar gelungen war, die Stickstoffbilanz positiv 
zu gestalten. Derartige niedrige Zahlen fallen durchaus ins 
Bereich der Fehlerquellen. Parallel mit der Fiitterung der 
Ammoniaksalze ging ein Gleichbleiben bezw. Ansteigen des 
K6rpergewichtes, wihrend bei gleicher Ernihrung ohne Am- 
moniakzulage erhebliche Gewichtsabnahmen die Regel waren. 

Wir diskutierten die Deutungen unserer Versuche und 
gelangten zu der Uberzeugung, da es sich héchst wahrschein- 
lich um eine Ersparnis von K6rpereiweif handelte, und da nach 
dem heutigen Stande unseres Wissens die Annahme einer Eiweil- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 1ff., 1912. 

?) Bei dieser Berechnung, sowie den folgenden, welche sich auf diese 
Periode beziehen, sind 3 Tage, an welchen ein kleiner N-Verlust der damals 
schwach alkalisch reagierenden Nahrung mdglich war, nicht mitgerechnet: 
nimmt man diese Tage hinzu, so wiirden in den 18 Tagen 2,528 g N = 0,129 g 
pro die retiniert worden sein. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXVIII 33 
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bildung aus den Kohlenhydraten und dem Ammoniak der Nahrung 
die Tatsachen am ungezwungensten zu erklaren scheint. Dabei 
konnten wir uns nicht verhehlen, dafi dieser Deutung noch 
einige Bedenken im Wege stehen, die im wesentlichen sich 
darauf beziehen, daf die Ammoniaksalze allgemein als Abfall- 
produkte des Zellstoffwechsels aufgefaBt werden, daf ferner 
nach den iibereinstimmenden Angaben von Hopkins, Osborne, 
Abderhalden u. A.') das Tryptophan ein unerlaflich wichtiger 
Baustein der Eiweifkorper ist, der offenbar nicht synthetisch 
vom Organismus hergestellt werden kann. Auch kénnte man 
mit Recht den Einwand machen, dafi eine 15 tagige Periode, 
wie sie in unserem besten Versuche vorliegt, noch zu kurz sei, 
um Fragen von so grofer Wichtigkeit, wie die vorliegende, mit 
voller Sicherheit zu entscheiden. 

Es mufte daher die nachste Aufgabe sein, zu untersuchen, 
zu welchem Resultat eine sehr lange fortgesetzte Ernahrung mit 
Ammoniaksalzen fiihrte. Die gliicklichste L6sung ware jedenfalls, 
den Hund in der geschilderten Weise so lange zu fiittern, wie es 
unter der Annahme, dafi die Ammoniakmengen nicht Protoplasma 
gespart hitten, mit dem Leben nicht mehr zu vereinigen ware. 

Im allgemeinen wird heute angenommen, daf ein Eiweif- 
verlust von 20—35°/o?) des Kérpers zum Tode fihrt, nur in 
ganz seltenen Fallen waren die Zahlen hoher. 

Die technischen Schwierigkeiten, die sich einem in der 
geschilderten Richtung beweisenden Versuche entgegenstellen, 
sind natiirlich auBerordentlich grof. Sie bestehen im wesent- 
lichen darin, daf die lange Darreichung von Ammoniaksalzen 
leicht Durchfalle macht, und daf ein Hund nur schwer zu bewegen 
ist, wochenlang eine reizlose, vorwiegend aus Kohlenhydraten 
bestehende, tiberreichliche Kost zu fressen. 

Es gelang nun, diese Schwierigkeiten bis zu einem ge- 
wissen Grade zu tiberwinden und einen Hund 3 Monate lang 





‘) Literatur bei Mendel, Ergebnisse der Physiologie, Bd. 9, 1911 
und Abderhalden, Synthyse der Zellbausteine in Tier und Pflanze, Berlin, 
Springer, 1912. 

*) Vgl. Rubner, Die Gesetze des Energieverbrauchs bei der Er- 
nahrung, Leipzig und Wien 1912, sowie die Lehrbiicher der Physiologie 
und Stoffphysiologie. 
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ohne Eiweif') zu ernahren, dann muBte der Versuch abgebrochen 
werden, weil eine Uberernahrung nicht mehr linger zu erzielen war. 

Der Versuch wurde an dem gleichen Hunde angestellt, 
bei dem wir in einer 15taégigen Periode mit Ammoniak Gleich- 


gewicht erzielt hatten.?) 
Uber die Methodik des Versuches sei noch folgendes 


bemerkt. 

Die Nahrung bestand, wie friiher aus Starke (160 g), Rohrzucker 
(40 g), Butter (5—10 g), Cibils Fleischextrakt (15 Tr.), etwas Kochsalz, 
Knochenasche und 50 ccm Bouillon. Der Gesamt-N-Gehalt der Standart- 
kost betrug nach mehrfachen fortlaufenden Analysen der, abgesehen von 
der Bouillon,*) stets von einem grofen Vorrat genommenen Nahrungs- 
mittel 0,115 g N. Das Ganze wurde in 450 ccm Wasser zu _ einer 
feinen, etwas nach Fleischbriihe riechenden und schmeckenden Emulsion 
verriihrt und in 4—6 Perioden dem Hunde dargereicht, in der Zeit von 
morgens 7 bis abends 10 Uhr, die gré8ten Portionen bekam er das erste 
und letzte Mal. Je langer der Versuch dauerte, um so schwieriger wurde 
die Ernahrung. Wochenlang fra8 der Hund spontan, dann nahm er die 
Nahrung nur noch mit dem Léffel und schlieBlich muBte er aus der Hohlhand 
gefiittert werden. Ohne die aufopfernde Sorge und Geduld der als zuver- 
lissig erprobten Laboratoriumsschwester, die mit der Fiatterung betraut 
war, ware es unmdglich gewesen, den Versuch in der gewiinschten Weise 
solange durchzufiihren. Der Hund bekam stets die Gesamtmenge vorgesetzt, 
der nicht immer gefressene Rest wurde, wenn er klein war, zum Futter des 
folgenden Tages hinzugenommen, wenn er gréBer war, zuriickgewogen 
und aus der Differenz zwischen Anfang- und Endgewicht der stets gleich- 
maBig durchgemischten Nahrung die Menge der aufgenommenen Kalorien 
und des aufgenommenen Stickstoffs bestimmt. 

Beziiglich der weiteren Einzelheiten der Methodik sei auf meine 
frihere Mitteilung verwiesen. 

Der Versuchshund war ein recht magerer, ca. !/2 Jahr 


alter, mittelgrofer Strafenhund von undefinierbarer Rasse. 
Er wurde wahrend des ganzen Versuchs in einem grofen 
H. H. Meyerschen Stoffwechselkafig im Keller gehalten, dessen 


') Der tagliche N-Gehalt der Nahrung von 0,1 g kommt praktisch 
nicht in Betracht, umsomehr, als wohl nur ein Teil dieses Stickstoffs 
wirklich Eiweifstickstoff ist. 

*) Vgl. die friihere Mitteilung mit Schlapfer, S. 18 ff. 

3) Die Bouillon wurde stets in gleicher Weise bereitet; in zahl- 
reichen Analysen erwies sich die Zusammensetzung so konstant, daf der 
Durchschnittswert von etwa 20 Analysen (pro 500 ccm 0,035 g N) als 
Mittel genommen wurde. 





33* 
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Temperatur ziemlich konstant bei 13—15° lag, da die Réhren 
der Warmwasserheizung durch den Raum liefen. Er _ verlief 
den Kafig nur beim tiglichen Reinigen, Katheterisieren, Messen 
und Wiegen. 

Der Versuch dauerte im ganzen 3 Monate (93 Tage), vom 
26. XI. 1911 bis 28. I]. 1912. Er zerfiel in mehrere Perioden: 

1. Vorperiode I (Dauer 7 Tage). Der Hund hungert, be- 
kommt nur nach Belieben Wasser. 

2. Vorperiode I1(4Tage). Ernéhrung mit der kalorisch tiber- 
reichen, vorwiegend aus Kohlenhydraten bestehenden Standart- 
kost, die etwa 200°/o des Minimalbedarfs des Tieres darstellt. 

3. Hauptperiode I (18 Tage). Zulage von im Durchschnitt 
2,0 g N in Form von Ammoniumcitrat zur Standartkost. 

4. Hauptperiode II (7 Tage). Der Hund frift nur ca. 5/6 
der Standartkost, die N-Zulage betrigt 0,8 g N (Dauer 5 Tage). 

5. Nachperiode I. Die Ammoniakzulage wird fortgelassen, 
der Hund frift ca. 5/6 der Standartkost. 

6. Hauptperiode III (Dauer 23 Tage). Der Hund fribt 
ca. 4/5 der Standartkost nebst einer Zulage von ca. 1,33 g N 
in Form von Ammoniak. 

7. Nachperiode II (Dauer 4 Tage). Der Hund frift ca. °/1 
der Standartkost ohne Ammoniakzulage. 

8. Hauptperiode IV (Dauer 18 Tage). Der Hund frift nur 
ca. 1/2 der Standartkost, die N-Zulage betriagt etwas tiber 1,0 g. 

9. Nachperiode II (Dauer 7 Tage). Der Hund frift etwa 
die Halfte der Standartkost ohne Ammoniakzulage. Da bei dem 
Hund linger eine Uberernaihrung, welche ja die Voraussetzung 
fiir die N-Retention zu sein scheint, nicht durchzufiihren war, 
wurde der Versuch am 28. Februar morgens abgebrochen. 
Wiihrend der ganzen Versuchszeit war der Hund vollkommen 
gesund und lebhaft. Auch in den letzten Versuchstagen zeigte 
er keinerlei Schwiiche oder Miidigkeit, sondern sprang wie am 
ersten Tage wild bellend in seinem Kéfig umher, sobald man 
den Keller betrat. 

Einige Tage nach Beendigung des Versuches, nachdem er 
bereits wieder auf Milch und Fleischkost gesetzt war, wurde 
er ziemlich plétzlich matt und verweigerte vollkommen die 
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Nahrungsaufnahme. Unter grofer Miihe konnte ihm nur etwas 
Milch und Hapan') beigebracht werden. Schon am folgenden 
Tage kollabierte er vollstindig, und weder Kochsalzinfusionen, 
noch Kampfer noch Adrenalin konnten den Exitus verhindern. 
Die Sektion ergab folgenden Befund: 

Mittelgrofhes, ziemlich abgemagertes Tier, Fettpolster gering, aber 
tiberall in mafiger Menge vorhanden, Gewebe ziemlich trocken und spréde, 
auffallend starke Anamie der Schleimhaut und der Haut, Blut hell und 
sehr diinnfliissig. Im Herzbeutel ca. 100 ccm Exsudat, Muskulatur des 
Herzens gut entwickelt, auch die Kérpermuskulatur bietet ganz normalen 
Befund. lLungen frei von Erkrankungen. Digestionstraktus auffallend 
blaf$, keinerlei Zeichen von Entziindungen oder verheilten Ulcerationen. 
Leber deutlich vergréfert, sehr blutreich, Milz nicht vergréfert, Harnwege 
und Nieren frei von Entziindungserscheinungen. 

Das Knochenmark ist rot. 

Sehr interessant war der mikroskopische Befund der Leber, deren 
Untersuchung Herr Dr. Fischler in liebenswiirdiger Weise vornahm. Es 
fand sich der charakteristische Befund einer starken Uberfunktion: Kerne 
vermehrt, sehr gut erhalten, Zellen vollgepfropft mit Glykogen, keinerlei 
Spuren von Verfettung oder irgend welchen Degenerationserscheinungen, 
wie sie fiir den Hungertod charakteristisch sind. 

Nach diesem Befunde mu8 man annehmen, daf das Tier 
an Pericarditis, sowie an schwerer Animie zugrunde gegangen 
ist. Die letztere ist dadurch bedingt, dafi die Kost nahezu 
vollkommen eisenfrei gewesen ist und daf ich es leider unter- 
lassen habe, Eisensalze dem Futter zuzusetzen. Fir kurze 
Perioden fallt Eisenarmut nicht ins Gewicht, aber in einem Ver- 
suche von 3 Monaten mubBte sie sich rachen. 

Von Wichtigkeit ist immerhin die Feststellung, dafi erstens 
das Tier nicht durch Inanition zugrunde gegangen ist, 
und daf zweitens auch die langdauernde Fiitterung mit 
Ammoniaksalzen keinerlei schadliche Wirkung auf 
den Darm entfaltet hat. 

Die Protokolle des 93 tégigen Versuchs sind am Schlusse 
der Arbeit in Tabellenform zusammengestellt.2) Die einzelnen 
Stabe bediirfen dabei wohl keiner besonderen Erlauterung mehr. 


1) Ein neues Aminosdurenpraparat. 

?) Der Ubersichtlichkeit halber ist auch nochmal der schon friiher 
ritgeteilte erste Teil des Versuchs (vom 27, XI. 11 bis 6. ]. 12) mit kleinen 
Anderungen zum Abdruek gebracht. 
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der beigefiigten Zeichnung graphisch dargestellt. Das Verhalten 
der Stickstoffbilanz ist in tiglichen Durchschnittswerten in stark 
ausgezogenen Linien wiedergegeben, die negativen Phasen der 
Bilanz sind dabei schrig schraffiert. Die gestrichelte Linie 
bringt in dem gleichen Mafstab wie die Stickstoffbilanz die 
durchschnittliche Hohe der Stickstoffzufuhr in den einzelnen 
Versuchsperioden zum Ausdruck. Das Verhalten des Korper- 
gewichts ist durch die gekreuzte Linie angegeben, die Héhe der 
Kalorienzufuhr durch die fein punktierte Kurve. Die Kalorien- 
zufuhr ist als tagliche Bruttokalorieneinnahme berechnet pro 
1 kg K6rpergewicht, als Basis ist daftir das Gewicht von 7 kg 
am Ende der Hungerperiode gewahlt. Bei der ausgezeichneten 
Ausnutzung der Nahrung im Darm und der geringfiigigen N-Aus- 
scheidung im Urin wiirde die Nettokalorienzufuhr héchstens 
10°/o hinter der Bruttokalorienmenge zuriickbleiben. 

Betrachtet man an der Hand der Zeichnung den Ver- 
lauf des Versuchs, so ergibt sich zunichst beziiglich der uns 
am meisten interessierenden Stickstoffbilanz, dali sie meist 
negativ ist, positive Werte finden sich nur in der I. und IV. 
Hauptperiode. Auf die letztere, in der die N-Retention eine 
recht erhebliche ist (ca. 4,0), mdchte ich darum nicht so viel 
Wert legen, weil, wie die Tabellen zeigen, in diesem Zeitraum 
die Diurese (wohl infolge des geringen Wassergehalts der 
Nahrung) eine geringfiigige war, sodaB der Einwand, daf hier 
Harnstoff nicht geniigend aus dem Korper ausgeschwemmt 
worden ist, sich nicht ganz von der Hand weisen laéBt. Leider 
gelang es nicht, dem Hund mehr Wasser beizubringen, als die 
Nahrung enthielt, und von der Schlundsonde wollte ich wegen 
der damit verbundenen Gefahr des chronischen Erbrechens 
nicht Gebrauch machen. 

Die geringfiigige Stickstoffrentention in der I. Hauptperiode 
wurde schon besprochen. In der II. und III. Hauptperiode ist 
die N-Bilanz negativ, aber bei weitem nicht in dem MaBe, wie 
es der Fall sein miifte, wenn aller Ammoniakstickstoff sich zu 
dem Abnutzungsstickstoff des Korpers, wie er durch das Ver- 
alten der Bilanz in Vorperiode II und den Nachperioden I—III 
gekennzeichnet ist, hinzuaddiert hiitte. Demgemiifi bewegen sich 
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die N-Verluste in den beiden Hauptperioden II und III in sehr 
bescheidenen Grenzen, in 30 Tagen wurden nur im ganzen 
6,08 g N vom Korper abgegeben, das bedeutet einen tiglichen 
Verlust von 0,2 g N. 

Vergleicht man Hauptperiode I, in welcher das Stickstoff- 
gleichgewicht vollkommen erreicht wurde, mit den beiden fol- 
genden Hauptperioden mit der negativen Bilanz, so ergibt sich 
als wesentlicher Unterschied, daB in der Hauptperiode I sowohl 
die Gesamtkalorienzufuhr als die Ammoniakzufuhr eine be- 
deutend gréfere war, als in den beiden anderen Perioden. Die 
Tatsache, daB es nicht mehr gelang, beide Faktoren 
auf der alten Héhe zu halten, ist auch vermutlich der 
Grund, warum spiter einStickstoffgleichgewicht nicht 
mehr erzielt worden ist. Die GrifSe der N-Bilanz in den 
Perioden ohne Ammoniakzulagen gibt das Verhalten des N-Mini- 
mums wdéhrend der einzelnen Phasen des Versuchs wieder. 
Es ist in der Vorperiode I mit — 0,85 g N pro die am gr@éften, 
sinkt dann nach 25 Tagen auf 0,45 g ab und halt sich einen 
Monat auf dieser HOhe, um dann mit der letzten Nachperiode 
auf 0,38 g herabzugehen. Aus diesem Verlaufe geht deutlich 
hervor, dai das Stickstoffminimum anscheinend noch immer 
nicht den tiefsten Wert erreicht hat, daf also von einem Auf- 
steigen der Kurve, wie sie die an Inanition zugrunde gehenden 
Tiere fast regelméafig schon langere Zeit vor dem Tode zeigen 
(pramortaler Stickstoffzerfall), hier nicht die Rede ist. 

Es ist dies ein Moment mehr, welches beweist, dai der 
einige Tage nach Beendigung des Versuchs eintretende Tod 
des Tieres nicht auf Inanition zuriickgeftihrt werden darf. 

Wichtig und interessant ist der Verlauf der Gewichts- 
kurve in den einzelnen Perioden des Versuchs. 

RegelmaBig ist die Darreichung der Standartkost ohne 
Ammoniakzulagen von einem Absinken des Gewichts begleitet, 
das im Durchschnitt pro Tag ca. 40g betragt. Diese auf- 
fallende Tatsache, da trotz reichlichster Uberernihrung 
(ca.200°/o des Bedarfs) mit einer allerdings nahezu ganz eiweif- 
freien Nahrung solche Gewichtsverluste eintreten, wurde schon 
bei unseren friiheren Versuchen konstatiert und bedarf noch 
































Uber die Wirkung verfiitterter Ammoniaksalze. 493 


einer weiteren Aufklarung, auf die heute nicht eingegangen 
werden soll. Zweifellos spielt hierbei eine Luxuskonsumption 
eine grobe Rolle. 

Wahrend der Hauptperioden (mit Zufuhr von Ammoniak- 
salzen) findet nun entweder eine Gewichtszunahme statt (siehe 
Periode I und I. Teil von Hauptperiode III) oder das Gewicht 
nimmt ab, aber in einem viel geringeren Grade wie in den 
Perioden ohne Ammoniakdarreichung. In den 66 Tagen der 
Fiitterung mit Ammoniakzulagen betrigt der Ge- 
wichtsverlust 1100 g, d. h. 16,6g pro die gegeniiber 
40 ginden ammoniakfreien Perioden. Fiir kurze Perioden 
koénnte man den Einwand erheben, daB die Gewichtszunahmen 
oder die verminderte Gewichtsabnahme lediglich auf Wasser- 
retention zuriickzufiihren seien, bei einem Zeitraum von 2 Monaten 
wird er jedoch gegenstandslos. 

Die Gewichtsabnahme wahrend der ganzen 93 Tage des 
Versuchs betrug 3,1 kg, davon entfallen 1,2 kg auf die initiale 
Hungerperiode, 800 g auf die 20 Tage, an denen die Standart- 
kost allein gegeben wurde, 1100 g auf die 66 Tage Fiitterung 
mit Standartkost -+- Ammoniakzulagen. 

Der Gesamtgewichtsverlust des Tieres betrug also 36°/o 
in 3 Monaten. Der aus N-Bilanz sich ergebende N-Verlust 
des Kérpers wiahrend des Versuchs ist folgender: 








Vorperiode [| (Hungerperiode) = ca. 29,0 g 
> It (Standartkost allein) = » 3,41 » 
Hauptperiode I =z = QO » 
> II = » 224,» 
Nachperiode [| > >» = » 2,25 » 
Hauptperiode III = » §83 >» 
Nachperiode II > ~ = = Bs 
Hauptperiode IV == » QD» 
Nachperiode III > > ss » Bas 
Sa. 44,83 g 


Unter der Annahme, daf das verfiitterte, nicht in den 
Exkrementen wieder erscheinende Ammoniak in keiner Weise 
sich am Aufbau von Protoplasma beteiligt hatte, miibte noch 
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) ein weiterer N-Verlust des Korpers angenommen werden, welcher 
der EiweiSeinschmelzung wihrend der Hauptperioden mit Am- 
moniakdarreichung entspriche. Diese Werte lassen sich leicht 
berechnen aus den N-Minima der Vor- und Nachperioden. Das 
arithmetische Mittel der Durschnittszahlen fiir den taglichen 
N-Verlust der einer Hauptperiode voraufgehenden und folgenden 
Periode ohne Ammoniakfiitterung wiirde den tiglichen Wert 
der Protoplasmaabnutzung auch wahrend der Hauptperioden 
darstellen. Da die Werte fiir das N-Minimum wihrend der 
ammoniakfreien Perioden sehr nahe beieinander liegen, kann 
diese Berechnung mit keinem nennenswerten Fehler behaftet sein. 

Die Protoplasmaabnutzung wire also folgende: 
Hauptperiode I und II (25 XK 0,65) = 16,25 g 








, ll (23 X 0,45) = 10,35 » 
; » IV (18 X 0,41) = 7,30 » 
Sa. 33,90 g. 


Unter der Annahme also, daB keine Eiweifersparnis durch | 
Ammoniak eingetreten wire, wiirde der Gesamtverlust des F 
Korpers 44,83 g +--+ 33,90 g = 77,73 g N betragen. | 

Unter der Voraussetzung, dafi der wachsende, von Anfang an 
recht unterernihrte Organismus des Hundes zu Anfang des Versuchs q 
einen Gehalt von 2,3°/o N gehabt hatte, wiirde das Tier wiihrend 


des Versuchs 42°/o seines Protoplasmas eingebiiSt haben. 

Ohne Analyse des ganzen Tieres ist es sehr schwer, einen ganz genauen 
Wert fiir den N-Gehalt des Hundes zu Anfang des Versuchs zu bekommen. 
Die von mir gewiahlte Zahl entspricht dem Durchschnittswert der Analyse- 
zahlen, welchen K. Thomas’) fiir die Zusammensetzung junger Hunde 
von 1—4 Monaten erhielt. Es sind das von den in der Literatur vor- 
liegenden Zahlen wohl diejenigen, die sich fiir meinen Zweck am besten 
verwerten lassen. Je mehr ein Tier an Gewicht zunimmt, desto mehr 
nimmt der Wassergehalt prozentual ab. Der N-Gehalt steigt dabei aber 
nicht genau parallel dem Gewicht, sondern, wie K. Thomas zeigte, findet 4 
sich bei einer Gewichtsvermehrung um das 16 fache nur ein 10 fach gréBerer i 
N-Gehalt gegeniiber den Werten bei der Geburt. 

Abgesehen vom Alter hingt der N-Gehalt nach Rubner (wenigstens 
beim erwachsenen Hunde) erheblich vom Ernihrungszustand ab.*) Je 


4) Archiv fiir Anatomie und Physiol. Physiol. Abteilung, Jahrgang 
1911, S. 13 ff. 1911, dort auch Literatur tiber die einschlagigen Fragen. 
*) Die Gesetze des Energieverbrauchs bei der Ernahrung, S. 307 ff., 1902. 
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besser der Ernihrungszustand, desto héher der N-Gehalt. Bei sehr reich- 
licher Ernahrung, wie sie in den Versuchen von Thomas wohl vorgelegen 
hat, kann der N-Gehalt erwachsener Tiere bis 3°/o steigen. Zu dem 
gleichen Resultat haben auch die Analysen von Inaba‘) gefithrt. Da es 
sich bei meinem jungen Hunde von vorneherein um ein recht mageres 
Tier handelte, ist in Anbetracht des Einflusses des Ernaihrungszustandes 
auf den N-Gehalt die Zahl von 2,3 vielleicht noch etwas zu hoch. Wiirden 
wir beispielsweise den N-Gehalt des Hundes zu Beginn des Versuches nur 
auf 2 °/o schiitzen, so miiBte das Tier nahezu die Hialfte seines Protoplasmas 


verloren haben. 
Aber selbst der Wert 42°/o, der vielleicht nur eine Minimal- 


zahl darstellt, ist so hoch, daB es nach den oben geschilderten 
Anschauungen duferst unwahrscheinlich ist, dafi ein so enormer 
Gewebsverlust bei einem wachsenden Organismus noch mit dem 
Leben vereinbar ware. Die einige Zeit nach Beendigung des 
Versuchs gemachte Sektion des Hundes ergab aber auf das deut- 
lichste, daB er nicht an Unterernihrung gestorben war. 

Unter diesen Umstaénden ist man zu der An- 
nahme gezwungen, daiB das Ammoniak zum mindesten 
teilweise entweder das KOrpereiweifi vor dem Zer- 
fall geschiitzt hat oder selbst zu Ko6rpereiweif ge- 
worden ist. 

Zu demselben Resultat kommt man auch, wenn man be- 
rechnet, wie groi die N-Retention im Koérper gewesen sein 
muiBte, falls das Ammoniak nicht am Eiweifstoffwechsel teil- 
genommen hitte: 

N-Retention in: 





Hauptperiode I = 11,70 g 
-+- tatsachlich retinierter N = + 0,79 » 
Hauptperiode II = + 4,55 » 
— tatsichlich verlorener N = — 2,24 » 
Hauptperiode III = -++ 10,35 » 
— tatsichlich verlorener N — — 3,83 
Hauptperiode IV = 7,30 » 
-++- tatsiichlich retinierter N = + 3,97 » 
a = 31,57 £ 


Wenn es auch wahrscheinlich ist, dafB gegen Ende des 
Versuchs etwas Stickstoff vom Tiere retiniert worden ist, so 





') Mitgeteilt von Thomas, l.c., 8.1, 1911. 
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ist es doch sehr schwer vorstellbar und wiirde allen bisherigen 
Erfahrungen widersprechen, dafi bei einem herz- und nieren- 
gesunden Tiere so groBe Mengen von N, entsprechend ca. 64 g 
Harnstoff oder 150—250 g Aminosiiuren im Organismus zuriick- 
gehalten worden sind. Wenn 15°/o des Gesamtstickstoffs im K6rper 
als Reststickstoff vorhanden wire, hatte sich eine erhebliche Zu- 
nahme des Filtratstickstoffs im Muskel nachweisen lassen miissen. 
Also auch nach dieser Seite hin st68t die Annahme, da8 Am- 
moniak nicht am Eiweifstoffwechsel sich beteiligt hat, auf 
die grOften Schwierigkeiten, zumal auch diese enorme Re- 
tention als eine dauernde anzusehen ware, weil auch in den 
Nachperioden niemals nennenswerte Mengen retinierten Stick- 
stoffs im Harn erschienen. 

Vergleicht man das Verhiltnis, in dem N- und Gewichts- 
verlust in den Perioden mit und ohne Ammoniakzulage zu- 
einander stehen, so erhalt man folgende Rechnung fiir die 
ammoniakfreien Zeitriume bei sonst gleicher Ernihrung: 
Vorperiode II, Gewichtsverlust 300 g, Dauer 4 Tage, N-Verlust = 3,41 g 


Nachperiode I, > 200 » > 5 » N >» = 2,25 > 
> Il, > 200) » >» 4 » N  » = 1,79 » 


> TI, > 100> » 7 » N » =23814> 





Summa fiir Gewichtsverlust 800 g, Dauer 20 Tage, N-Verlust = 9,76 g 


Mithin wiirde bei der Standardkost allein pro 100 g Ge- 
wichtsverlust im Durchschnitt ein N-Verlust von 1,22 g N in 
2'/2 Tagen eintreten. Wihrend der Perioden mit Ammoniak- 
fiitterung verlor der Kérper 1100 g an Gewicht. Wenn Ver- 
halten von Gewicht und N-Verlust in den Hauptperioden das 
gleiche geblieben wire wie in den anderen Perioden, so mite 
der Kérper in den Hauptperioden pro 27!/2 Tage 13,42 g ver- 
loren haben, tatséchlich hat er aber zur Gewichtsabnahme von 
1100 g 66 Tage Ammoniakfiitterung nétig gehabt und in dieser 
Zeit nur 6,08 g N?*) verloren. 

Es ist nun déuBerst unwahrscheinlich, daf bei gleicher 
Standartkost in den Perioden mit Ammoniakzulagen das Ver- 
hiiltnis von Kérpergewicht- und Stickstoffverlust ein ganz anderes 





') Die letztere Zahl ist allerdings wohl etwas zu niedrig, da offen- 
bar in der letzten Hauptperiode etwas N retiniert wurde. | 
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geworden ware, als in den Zeitriumen ohne diese Zulage, wenn 
das Ammoniak in keiner Weise in den Eiweilistoffwechsel ein- 
getreten ware. 

So sieht man, daB die Resultate dieses 3 Monate 
lang durchgefiihrten Versuchs, man mag sie drehen 
und wenden, wie man will, zu der Annahme zu 
zwingen scheinen, dai das verfiitterte Ammoniak 
Koérpereiweifi gespart hat. 

Diese giinstige Wirkung der Fiitterung von Ammoniak- 
salzen auf den Eiweifstoffwechsel kénnte man zum Beispiel in 
dreifacher Weise sich vorstellen: 

Entweder verhindert das Ammoniak bei der gewihlten 
Versuchsanordnung den Zerfall des Korpereiweibes, oder es 
bewirkt, dai das in seine Bausteine (die Aminosiéuren) zer- 
fallende Zelleiweifi sofort sich ganz oder zum Teil wieder re- 
generiert, entweder unter Benutzung der bei der Desamidierung 
freigewordenen NH,-Gruppen, oder indem es diese ganz oder 
zum Teil gegen NH,-Gruppen des eingefiihrten und wohl zum 
groften Teil in Harnstoff tibergeftihrten Ammoniak austauscht. 
Die 3. Méglichkeit ware die, daB aus Ammoniak und den im 
Uberschu8 vorhandenen Kohlenhydratkomplexen synthetisch 
Aminosduren gebildet werden. | 

Die erstgenannte Moglichkeit wire mit der Tatsache, dal 
nach unserer heutigen Vorstellung der LebensprozeB notwendig 
zu einer wenn auch recht geringfiigigen Abnutzung des Proto- 
plasmas (Rubners Abnutzungsquote)!) fiihrt, unvereinbar. 
Die zweite Deutung umgeht theoretisch zwar den Widerspruch 
mit der Existenz einer Abnutzung des Protoplasmas, bedeutet 
aber im Sinne der Chemie das gleiche. Aber auch abgesehen 
davon hat die Annahme eines sich dauernd wiederholenden 
Wechsels von Desamidierung und Hydrolyse und Aufnahme von 
NH, und Anhydrierung nach unseren heutigen Vorstellungen 
vom Eiweilistoffwechsel etwas sehr Gezwungenes, vermutlich 
wiirde sich doch sehr bald ein Gleichgewichtszustand herstellen. 





') Vyl. die letzte Mitteilung Rubners iiber diese Frage in den 
Sitzungsberichten der Kgl. preufS. Akademie der Wissenschaften, Mit- 
teilung vom 2. Mirz 1911. Berlin, Reimer, 1911. 
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Fir die Annahme, dai das eingefiihrte Ammoniak syn- 
thetisch verwendet worden ist, sprechen die wichtigen Ver- 
suche von Knoop und Embden und seinen Mitarbeitern') 
iiber die synthetische Aminosiéiurenbildung im Organismus, ins- 
besondere konnte H. Fellner?) ganz kiirzlich zeigen, da milch- 
saures Ammoniak in der Leber in Alanin tibergeht. 

Wenn auch durch diese Versuche erst die Synthese einer 
solchen Aminosdure aus Kohlenhydraten und Ammoniak sicher- 
gestellt ist, so steht doch der Annahme, daf in gleicher Weise 
auch andere gebildet werden, nichts im Wege, umsomehr als 
Embden und Schmitz in ihrer 2. Mitteilung*) zeigen konnten, 
daBh vermutlich alle im Koérper vorkommenden a-Aminosdéuren 
aus den Ammoniaksalzen der entsprechenden a-Ketoséuren 
synthetisch gebildet werden kOnnen. 

Der Nachweis, dafi auch aromatische Ketoséuren aus 
Kohlenhydratiiberschiissen gebildet werden kénnen, steht aller- 
dings noch aus, doch sind Versuche in der Richtung bisher 
anscheinend noch nicht angestellt worden. Daf durch Ein- 
wirkung von Ammoniak auf Kohlenhydrate die Vorstufen sehr 
komplizierter Protoplasmabausteine (Histidine, Purine) ent- 
stehen kénnen, wissen wir aber durch die wichtigen Unter- 
suchungen von Knoop und Windaus iiber die Bildung des 
Imidazolringes. 

In unserer friiheren*) Mitteilung hatten wir schon der 
Moglichkeit gedacht, dai nicht der Organismus, sondern 
iihnlich wie es fiir die Pflanzenfresser angenommen wird,°) 
die Darmbakterien die Synthese der Aminosdéuren ausfiihren 
kénnten. Wollte man diese Annahme fiir unseren Versuch 
machen, so miSte man sich vorstellen, dafS im Laufe der 
66 Tage der Ammoniakfiitterung ca. 1 kg Bakterien im Darm 
nach und nach entstanden, abgestorben und verdaut waren, 


Le. 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 38, S. 414, 1912. 

’) Ebenda S. 393, 1912. 

‘) Hofmeisters Beitraige, Bd. 6, S. 392, 1905. 

») Nach dem Ausfall meines Versuchs scheint es doch sehr frag- 
lich zu sein, ob wirklich die Darmbakterien die Ursache des N-Ansatzes 


bei Fiitterung von Asparagin usw. bei den Pflanzenfressern sind. 
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und daf deren Eiweif dann vom KOorper resorbiert sei. Dies 
diirfte bei der auferordentlich grofen Bakterienarmut des 
Diinndarms beim Hunde wohl nahezu ausgeschlossen sein; zu- 
mal wenn man bedenkt, dafi wihrend dieser 66 Tage im ganzen 
nur 343 g Trockenkot mit 3,456 g N entleert wurden. Aufer- 
dem enthilt der Hundediinndarm, in dem doch die Resorption 
des auSerordentlich leichtléslichen Ammoniaksalzes zweifellos 
sehr rasch erfolgt, nur sehr wenig Bakterien. 

Auch ware schwer einzusehen, warum nur bei einer den Be- 
darf des Organismus weit tiberschreitenden Nahrung die Synthese 
von den Bakterien ausgefiihrt wird, nicht aber bei nur geringen 
Uberschiissen der Nahrung, bei denen eingefiihrte Ammoniaksalze 
nahezu quantitativ den Korper wieder als Harnstoff verlassen. 

Da Schwefel und Phosphor fast nur in anorganischer 
Form dargereicht wurden (in Gestalt von Bouillon und Knochen- 
asche), so mite man annehmen, daf diese Stoffe in organische 
Verbindungen (Cystin, Nucleinséuren) tibergefiihrt worden sind. 
Fiir Phosphate hat eine kiirzlich erschienene Arbeit von Finger- 
ling!) das sehr wahrscheinlich gemacht, fiir Sulfate wiire der 
sichere Beweis erst noch zu_ erbringen. 

Abgesehen von den diskutierten Deutungen gibt es noch 
andere Erklarungsmoglichkeiten, die zu diskutieren wir heute 
aber noch fiir zwecklos halten, da erst ein gréferes Tatsachen- 
material vorliegen mub. 

Eine besondere Besprechung verdient noch die Frage 
nach der Herkunft des Tryptophans. Durch die oben er- 
wihnten Arbeiten von Hopkins, Osborne, Abderhalden 
usw. ist nachgewiesen, da diese Aminosiéiure ein ganz un- 
entbehrlicher Baustein des Eiweifimolekiils ist, der anscheinend 
auch im Organismus nicht synthetisch dargestellt werden kann. 
Wenn es auch zunichst befremdend ist, dai gerade diese 
eine, nur in ganz geringen Mengen im Korper vorkommende 
Aminosiéure so unentbehrlich ist, so kann an der Tatsache an- 
gesichts der iibereinstimmenden Angaben aller Autoren wohl 
kaum gezweifelt werden. 

Die Annahme, daf die verfiitterten Ammoniaksalze min- 





") Biochem. Zeitschrift, Bd. 38, S. 448 ff., 1912. 
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destens zum Teil synthetisch verwandt worden sind, kénnte 
der Sonderstellung des Tryptophans in dreierlei Weise gerecht 
werden. Entweder ist das neugebildete Eiweif minderwertig 
und kein vollkommener Ersatz fiir das zugrunde gegangene 
Zelleiweib, und es enthilt kein Tryptophan, oder bei der Eiweif- 
synthese ist das nicht verbrannte Tryptophan des Abnutzungs- 
eiweifes in das neue Molekiil aufgenommen. Drittens wire 
denkbar, daB unter den besonderen Bedingungen meines Ver- 
suchs, unter denen bisher noch nicht gearbeitet worden ist, 
doch eine Tryptophansynthese im Organismus zustande ge- 
kommen ist. 

Der Beantwortung dieser Fragen dienen weitere, noch 
nicht abgeschlossene Versuche. Diese haben zur Aufgabe, zu 
untersuchen, unter welchen Bedingungen mit Ammoniaksalzen 
nicht nur ein Stickstoffgleichgewicht, sondern auch ein deut- 
licher Stickstoffansatz erzielt werden kann. Heute kann dariiber 
nur soviel mitgeteilt werden, daf es bisher nicht gelang, durch 
Zusatz von Tryptophan zu Ammoniaksalzen deutlichen Stick- 
stoffansatz zu erzielen. Auch mit Glutin laBt sich bei der ge- 
schilderten Versuchsanordnung vollkommenes N-Gleichgewicht 
erzielen, aber auch hier sind die N-Retentionen zu gering, um 
sichere Schliisse zu gestalten. 

Zum Schlusse sei noch erwahnt, daf sich anscheinend 
auch mit Harnstoff ein N-Gleichgewicht erzielen labt. 


Anmerkung bei der Korrektur. 


Wihrend der Drucklegung dieser Arbeit erschien eine 
Mitteilung von E. Abderhalden,') der sich unabhangig von 
mir mit der gleichen Frage, welche durch die Versuche von 
Knoop und Embden aktuell geworden ist, beschaftigt hat. 

Die ersten beiden von ihm mitgeteilten Versuche (aus 
dem Jahre 1911) gestatten allerdings, wie auch Abderhalden 
selbst angibt, keinerlei zuverlassige Schliisse, da in dem 1. Ver- 
such die Ammoniakzulage (in Form von Ammonacetat) tiber- 
haupt nur 3 Tage lang gegeben wurde und in dem 2. Versuch 


') Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 1, 1912. 
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wahrend 4 Tagen Fiitterung mit Ammoniumsalzen iiberhaupt 
kein nennenswerter Einflu8 auf die N-Bilanz zu erkennen war. 

Auf diese jetzt erst mitgeteilten vieldeutigen Ver- 
suche bezieht sich Pincussohn!) in einem von Abderhalden 
zitierten Sammelreferate mit einigen Satzen und erblickt darin 
schon «sehr deutliche Anzeichen» (!) fiir eine Eiweifbildung 
aus anorganischem Stickstoff. Unter diesen Umstinden halte 
ich es doch fiir angebracht, Pincussohn gegeniiber darauf 
hinzuweisen, dafi diese kurze Notiz tiber nicht veréffent- 
lichte Versuche, welche héchstens die Méglichkeit eines 
derartigen Vorgangs dartun, zeitlich zusammenfillt mit 
der ersten Mitteilung meiner beweiskraftigen Versuche in 
der Richtung, namlich mit der Feststellung der Tatsache, 
daB sich mit Ammoniaksalzen wahrend lingerer Zeit ein voll- 
standiges Stickstoffgleichgewicht erzielen laBt. (Vgl. 
meinen Vortrag zur Frage des Stickstoffansatzes bei Fiitterung 
von Ammoniaksalzen in der Sitzung des Naturhistorisch-Medizin. 
Vereins Heidelberg vom 23. Januar 1912.?) 

Als dann Abderhalden in den im Februar dieses Jahres 
wieder neu aufgenommenen Versuchen#*) die Nahrungszufuhr 
gegentiber friiher von 80 bis auf 100 —150 Kalorien pro 1 kg Ge- 
wicht steigerte — es ist das meiner Ansicht*) nach der springende 
Punkt fiir das Gelingen solcher Versuche —, fielen die Resultate 
giinstiger aus, sodafi z. B. in dem Versuch III wahrend der 
Ammonacetatfiitterung vom 28. II. bis 14. II] 1912 der durch- 
schnittliche N-Verlust des K6érpers pro die sehr geringfiigig war. 

Unter den giinstigeren Verhiltnissen eines starkeren An- 
satzbediirfnisses des Tieres (voraufgehender Hunger, Wachstum) 
wire vielleicht ein vollkommenes N-Gleichgewicht erzielt worden. 





1) Uber Ernahrung mit tiefgebautem Eiweif’ in: Ergebnisse der 
wissenschaftl. Medizin, S. 302, Verlag Dr. Werner Klinkhardt, Leipzig 1912. 

?) Vgl. z. B. Miinch. Mediz. Wochenschr., Nr. 9, S. 501, 1912; iibrigens 
findet sich auch schon in der neuesten Auflage von Krehls Patholog. 
Physiologie, S. 417 die Erwahnung meiner Versuche. 

’) Da der Bericht tiber meinen Vortrag erst Ende Februar in den 
Wochenschriften erschien, konnte Abderhalden bei der Wiederaufnahme 
seiner Versuche davon noch keine Kenntnis haben. 

4) Vgl. meinen zitierten Vortrag und die Mitteilung mit V. Schlapfer. 
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1 9-7 8 | 4 5 a: a 
| | | | | 
Ver- | Dat | Ge- |Tem-) Zusammensetzung | Kalorien — Zi 
atum er 
suchs- wicht | pera- der pro kg Nahrung | St. 
lag | bi. | tur | Nahrung Gewicht | a 
> | 1911 | in g | | g | ne 
| | | 
1.—6.) 27. XI. bis | 8200| 386° Hungerperiode | ~ 0 | 
2.XII. | | /par wenig Wasser | | 
| | getrunken | 
7. | 3.—4. XIL) 7000 | 38,6° letzter Hungertag | = — 0 
| | | ee 
_ - — — 7 - - ; — — 
a] enh — | — | 160 g Weizenstiirke | ca. 120 | 0,1156 | 
+- 40 g Rohrzucker Kal. 
| + 5g Butter-+ 15 Tr.| 
Cibils Fleischextrakt) 
-+- 2g Kochsalz | 
| -+- 10 g Knochenmehl 
| + 50 ccm Bouillon 
— ca. 860 Kal. | 
| Flissigkeitsmenge | 
| = 500 ccm | 
9. | 5—6. —|— do. > 0,1156 
10. | 6.—7. —— ; , 0.1156 | 
11, | 7-8 | — | — | , > 0,1156— 
12. | 8—9 | 6700) 37,69 . a 0,1156 | 1,9: 
| | + 3¢ Natrium bicar- in F 
| | | bonicum | a 
| | statt 2 ¢ NaCl Amn 
13. 9-10. | — | — | do. > 0,1156 0 
14. | 10—11. | — | — | > > 0,1156 | 
a. ae > > 0,1156 | 1,7! 
| | in g 
Fo} F 
a0: oe ' . 0.1156 | 2,1: 
| in g 
Pf f 
a Read > , 01156 | 
| | | 
18. | 14—16. | — | — | » > 0.1156 — 
ae oo oe » > 0,1156 | 1,71 
| | | ‘ingl 
20. | 16—17. | — | — > | > 0,1156 
ae ee a > | 01156 | 


') Die mit einem Fragezeichen versehenen Werte sind hierbei nicht mit b 
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rr Paid 1 Periode 
| nahre | aschung ie | ¢ CHOGe 
| | | | 
| (A | me | aan a | _ —_ | 1. Vorperiode. 
| 
| | | } | 
new | sauer 5,100 | | -_ _ Am 3. morgen katheteri- 
6 ) 66 > 0,953 0.0154 0,853 2. Vorperiode. 
| } } 
| | | | 
| | | Tigliches 
| | N-Defizit 
| | des 
| | | Koérpers 
6 0.00 » ~ 10,891 | 0,0154| —0,791 | = 98929 & 
6 | ono » —|0,850 | 0,0154| — 0,750 
6 OHO | > | 1,116 00,0154) — 1,016 es a eo 
6 | 1,936100 > (2,294 0,020 | — 0,192 Hauptperiode I. 
in Forn | 
citron | 
| saur 
| Ammoy | Wiihrend ’ 
| | | 
6 | dot70 : 2,646 0,020 | — 0,614 ‘iaiaie Gesamtkot in Periode Lu. II 
5 | 450 , 2.268 0,020 | — 0,236 beni 137 g feucht, 75 g trocken 
| | | | eriode von it 0.5 
5 | 1,717810 » — |2,130 0,020 | — 0,317 mat: Sg 
in oe | 15 ') Tagen 
or} | | 
3 | 2.134310 » 1,673? 0,020 | +-0,557?} Wurden von Nahrung nicht gleich ge- 
i rlei a } } at z - Yo 1 
at | | a fressen; N-Verlust méglich. 
> | B80 > 1,544?) 0,020 | +. 0,686?) N-Einfuhr |Nahrung nicht gleich ge- 
fressen; N-Verlust in der 
| | | ‘von 33,203 g Nahrung miglich. 
3 BBO > 1,907 | 0,020 | +0,323 | + 0,790 ¢ — 
|1,71/260 > 1,5177/ 0,020 | + 0,295?) otiniert Wie am 17. XII. 
ingl.) 
| 260 > 1,624 | 0,020 | + 0,188 
; 80 > | 1,795 | 0,020 | + 0,017 | 
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Ver- Ge- |Tem-| Zusammensetzung | Kalorien N-Gehalt | Zulage 
_ Datum der zur 
aaa wicht | pera- der pro ke Nahrung Standad 
tag | 1911 _ tur Nahrung Gewicht ‘ — 
| | ] 
22. | 18,—19.XII.| 7000} — | 160 g Weizenstirke! ca. 120 | 0,1156 | 2,574 ¢ 3 
-+- 40 g Rohrzucker| Kal. in Form vf 
+-5g Butter -+ 15Tr. ——— 
Cibils Fleischextrakt Ammonit§ 
3g Natr. bicarbon. | 
20 g Knochenmehl 
-+ 50 ccm Bouillon 
-+- 860 Kal. 
Fliissigkeitsmenge 
= 500 ccm 
23. |19.-20. | — | — do. , 0,1156 | do. | 
24. | 20.—21. — , ; 0.1156 | 2,585 gf 
in gl. For 
25. | 21.22 —|— ai —l, 0,1156 |3,5375 g' 
gelassen in gl. For 
26. | 22.—23. on | me > . 0,1156 |1,7688 g: 
| in gl. For 
27. | 23,—24 — , : 0.1156 | do. * 
28, | 24.—25 — . ' 0,1156 » | 
29, | 25,.—26 — , > 0,1156 » | 
| ; 
30. (26, —27 — | — | An diesen beiden jca. 80 Kal.|ca, ?/s der be 
Tagen wurde nur | taglich |bisherigen 1,655 g| 
31. | 27.—28 — | — |ca. #/s der Nahrung Menge {ingl. Fo! 
gefressen taglich 
32. | 28.—29. | 6800| — /|Wie vor dem 26. XII.) ca. 120 |wievorher 0,8844 g| 
| Kal. in gl. Fo 
33. | 29.—30. —}— Nur ‘*'%/79s3 der ica. 70Kal.| 0,067 (0,5126¢ 
Nahrung gefressen in gl. For 
34. | 30.—31. —_i— Nahrung ca. 120 | 0,1156 /|0,8844 ¢f 
| ganz gefressen Kal. in gl. Fo 
35. 31. XI 1911. — | — | Nur °*%e5 der |ca.90 Kal.| 0,0836 |0,6398 ¢’ 
bis 1.4. 1912 Nahrung gefressen in gl. Fors 
36. | 1-21 | — | — |_ Nur “%/r6 der 0,0792 |0,6112 g 
Nahrung gefressen in gl. For 
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innlict#itterung mit Ammoniumcitrat. Fortsetzung. 
= — ———_ |} 
10 11 12 13 14 15 
. Reaktion | N-Ge- | N-Ge- . 
a irin- payee mm — N-Bilanz N-Bilanz 
es S B ark - 

Standaf’ ng! vor Ver- | Urins | Kotes pro die P ” epee 
nahrunfem aschung g g Periode 
574 g PHO sauer | 2,584; 0,020) -+- 0,086 Hauptperiode I. 

Form vj 
el 
saurem 
:mmMoniug 

| 

do, 250 ; 2,148 0,020 + 0,522 
y nan P10 > 2.7741 0,020} — 0,093 Ziemlich viel erbrochen, 
085 g 
1 gl. For | etwas Durchfall. 
5375 g210 > 2,504 | 0,020 | + 1,129 Ein Teil der Nahrung erst 
1 gl. Fort | am folgenden Tag gefressen. 
7688 g 140 > 1,545 | 0,020 +- 0,319 Stuhl noch breiig. 
1 gl. For | 

do, “#10 , 2,673 | 0,020 — 0,809 Kein Durchfall mehr, frift 

) | schlecht. 

, 240 > 1,807 | 0,020} -++ 0,057 Ein grofer Teil der Nahrung 
| am anderen Tag erst ge- 
fressen. 

, 220 > 1,674 0,020; ++ 0,210 Etwas Erbrechen und 
a |_____—Durchfall, 

B50 > 1,531 0,020 | Hauptperiode II. 
655 g 1,19) | ma oi Der Hund frift an beiden 
. oi einer 
gl. For 50 . 1,287 0,020 | ron Tagen nur ca. #/s der 
| Nahrung. Durchfalle. 
88.44 p(f160 » | 0,681} 0,020) +-.0,299 ponies | Stuhl noch durchfallig, 
1. | a 3 wenig erbrochen. 
ee £70 » — | 0,839] 0,020! — 0,279 | werden 
gl. For | 8,04 g N 
270 > 1,042 | 0,020; —0,062 | 2USB& 
Pod :; schieden. 
6398 x 820 » | 1,159/ 0,020} — 0,456 ares 
gl. Fors oe ft = 
siz [9° » 1,221 | 0,020; —0,551 | Pro me 
gl. For | 

































































506 E. Grafe, | 
Daisy —— 
1 2 8 | 4 5 «6 7 8 
Ver- | | Ge- Tem-| Zusammensetzung | Kalorien N-Gehalt | Zulagey 
| Datum | der zur 
amens-| wicht Petar oe | Pro ke Nahrung | Standart 
tag 1919 | bins tur Nahrung | Gewicht : | nahrun; 
: . 
37. | 2.—3. 1. 6700 — | Ganze Nahrung ca. 120 0,1456 — 
| gefressen Kal. 
38. 5—4. | — — | 425/793 der Nahrung |ca.70 Kal. 0,067 — 
gefressen 
39. 4,—5 —}|— Ganze Nahrung | ca. 120 0,1156 
| gefressen | Kal. 
40, | 5.—6 — | — | 6723 der Nahrung, ca. 100 | 0,097 _ 
| gefressen Kal. 
41. | 6—7. | — | — | Alles gefressen (ca.120Kal.| 0,1156 - 
42. | 7.—8. | 6500 38,3°| Im Durchschnitt |ea. 90 Kal.{Im Dureh-| 20705133 
| ca. °/¢ der friheren schnitt |Nin Form 
| Nahrung gefressen ca.0,0873 | —-? 
43. | 8.—9. — — do. > do. do. 
44 | 9.—10. si — » » » » 
45. | 10.—11. — — » > » » ° 
46. |11.—12. | — | — > > >» 
47. |12.—13. | - | — » > ; > 
48. |13.—14. | — | — | Im Durchsehnitt | ca. 100 |ca. 0,0924) Im Durel: 
| ca. 4/5 der friiheren| Kal. schnitt tagy 
| Nahrung gefressen ca. 1,245 
49, | 14.—15. | — — | do. do. do. | 
50. | 15.—16. | — | — | » » > > | 
b1. | 16.—17. | — | — | . > , 
62. (17.18. | — | — | > > . | 
53. 18.—19. | — — | » » » » | 
Bs. (19.280. | — | — | » » > ‘ : 
55. |20.—21. | — | — | . : ‘ | 
56. |21.—22. | — | — » > > > i 
57. | 22.23, | — | — » » > 
58. | 23.—24. | — — » » » 
59, | 24.—25. a ae » » » » 
60. | 25.—26. | 5800| 39° ‘Ca. 3/4 der Nahrung ca. 90 Kal.| 0,087 Im Durcl 
| igefressen, statt 20 g aches rt 
| Zucker 20 g Stiirke ca. 1,104 
a = eae do. > 0,087 do. 
62. | 27.28. | — | — | > >» | 0,087 > | 
63. | 28.29. | — | — | . > | 0,087 . 
64. | 29.—30. | { — > > 0,087 > 
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8 19 10 6] at | 12 | 43 



































Fortsetzung. 
| 14 1d 
} | 
-tion | N-Ge- | N-Ge- | | ‘ewes... 
Zulagerg in. Reaktion ge | tp N-Bilanz | N-Bilanz 
zur des Urins| go, | des | us i | pro A 
standar#eNge) vor Ver- | Urins | Kotes a | Periode niet at 
nahrun; aschung | | | 
‘ccm | & | 8 . | g 
— 220 sauer | 0,779 | 0,015 | — 0,678 | Nachperiode I. 
| | | 
— 150 , | wits 0,015| —0,386 | 4elicher ee 
— |300 . | 0492! 0.015 — 0,301 | N-Verlust | analysiert, sondern auf 
| ~ ain | ~*~" | des Korpers Grund der gleich 
; | 0,463 | 0,015 | —0,381 | = 0,445 ¢ angelegten Vorperiode Il 
| | | ; berechnet. 
» 0,518 0.015) — 0,417 | 
sauer | 0,696 al Hauptperiode III 
| | | 
» | 1,558! 0,109) = — - 
» | 1,453) 0,109; — Gongrat> 
> 1,035 | 0,109) = — einfuhr an N 
» | 2,480, 0,109) — 
> | 1,144) 0,109; — in Haupt- 
mitt tage 1,440 | 0,109)  — periode III : aaetae 
1,244 | | | Kotgewicht in Haupt- 
—_— | | | = ca. 30¢ 
do. #170 : 1,168 | 0,109 | _ periode III 
>» $185 > 1,285) 0,109; — Gesamt- 
‘ | pe sic ~_ lausfuhr an N 398 g Feuchtkot, 
» e » | , oO) ’ : | — 
' ie ° pt med in Haupt- | 923 ¢ Trockenkot, Stuhl 
» e » yhle ; yy | eae 
on oY eriode III 
. |}250 . 1,334 0,109 | a . haufig durchfallig 
. bin , peed pend _ a oft tagelang kein Stuhl. 
» , Z ) I Q | canis ag 1er 
» ° 200 > 0,843 0,109; = — sa. 
n Durels 270 . 1,825/ 0,109)  — ran 
rit tagll ele - 
. 1.108 des Koérpers 
. 1,109 | | | 
do. 110 > | 0,892) 0,109) — | ca O14. 
> 320 > 1.416 | 0,109 — | 
» W175 > 1,102 | 0,109 ‘on | 
> 265 > | 1,120 | 0,109 
H 
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: 
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Daisy (minnilich, 


anes eee teer~ee erm ner“ meres meee ee 
I 2 | 8]; 4 5) 6 7 8 














a 
| LL 

Ver- | | Ge- |Tem-; Zusammensetzung | Kalorien N-Gehalt | Zulagen 

Datum | | | der zur 
suchs- wicht Pera-| der pro kg Nahrung | St andar‘ 
tag | | tur | Nahrun Gewicht 
, 1912 | in g_ | . , g anbite 
] | 7 

65. 30.—31.1., 5700 | 38,8°| Im Durchschnitt Durch- Durch- (0) 

ischnittl.tagl./schnittl.tagl. 





taglich */s der | : 
| Nahrung gefressen ¢8- 80 Kal.) ca. 0,077 
































| 
6. (311) — | — do. do. 0 
o/ 1.—2. —_ _ » » » 0 
68. | 2.—3 | —_—- |i -— | > > > QO | 
69. | 3—4. | 5500 /98,0* 9° im Durehschnitt ‘ca. 70 Kal. stat hah on oa 
glich ca. */s der N in Form y 
| | Nahrung gefressen ca. 0,0693) Ammoniun 
70 4.—5. | — | do. > do. — | 
: } | 0. 
71 5.—6. | — | —— | » » > > | 
72 6.—7 hen | — ‘ °lrs5 der Nahrung (ca, 60 Kal. ica. 0,058 1,106 
| | gefressen 
73. | 7.—8. | — | — |29%285 > > do. 1,106 — 
i kk | = | — | 365/795 > > 0,057 1,085 
75. | 9.—10. | — | — |88r35 > y 0,053 1,009 
%. 44. | | — | 97/55; » > 0,048 0,924 
77. |8t.<00. 5600 38,8° fas . : 0,053 1,009 
78. |12.—13. | — | — |*"fa » > 0,057 1,114 
79. (13.—14 | — | — | 463 13) 35 > > 0,073 1,226 . 
80. (14-15. | — | — | 578295 > | om ee? | 0,057 0,9685 . 
81. |15.—16. | — | — | */rs5 > > 0,0615 1,030 
82, }16—17. | — | — |* hss > . 0,0615 1,030 | 
83. /17.—18. | — | — |21%ss > » 0,0485 | 0,817 . 
84. 18-19. | — | — 888/95 : ca. 60 Kal.| 0,0554 0,928. 
8d. | 19.—20. | 5200) — |*55/735  * > ca. 40 Kal.) 0,0401 0,672 
85. | 20.—21. | — | — |4*%)/rss > ca. 65 Kal.| 0,0648 1,086 
87. 21.22. |5200/38,8°9%/:55 > ca. 60-70 | 0.0564 0 | 
88. | 22.23. | — | — | 4535 > > 0,0741 0 | 
89. | 23.24. | — | — |*/r8s > ca. 50 Kal.) 0,0440 0 
90, | 24—25. | — | — [8/285 > "| One7 O | 
91, |25.—26. | — | — |58%/r95 > : 0,053 - 0. 
92, 26-27. | — | — | °%r95 > > 0,062 0 
93. | 27.—28. | — — ao > | » 0,057 0 
9% 28. | 5100! 39° | i _ - a“ 
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innlicl tterung mit Ammoniumcitrat. Fortsetzung. 
























































[12 7 13 14 15 
Aulagen ~—s| Reaktion | N-Ge- | N-Ge- | 
zur WM | aes Urins| Balt | halt | N-Bilanz | “Bilan 
| es es | ‘0 Bemerkunge 
est nge! yor Ver- | Urins | Kotes | aa | pt emerkungen 
vahrung aschung | Periode 
cm ” | & | & 
0 450 | sauer | 0,655 |0,0413, — 0,619 | Verlust des Nachperiode II 
|? a ’ Kérpers an N _— ioe 
| | | in Nach- 61 g Feuchtkot, 
0 os | a periode II 
230 > | 0,363 | 0,0413, — 0,327 | — 1,787 g 31 ¢ Trockenkot mit 
240 > 0,526 | 0,0413) — 0,490 |= —0,447gN 0,165 g N. 
220 > 0,414 | 00413 — 0,351 pro die 
renscnn) eae te wae picts 
I. ca. 0,889 40 > 0,766 | 0,026 | --- Hauptperiode IV. 
n Form vf | 
nmonium | ' 
citrat | | N-Einfuhr 
do. 400 > 0,610 |0,026) — 
> 150 » {oga1|o08¢| — | ™ Haut 
1,106 Hos » | 4,016 0,026 | +-0,122 | periode IV 
2 70 » 10,493 0,026  -++.0,623 | N-Ausfuhr | 45 g Trockenkot mit 
t 9RF 
0,994 170 » 1,358 io | -+- 0,624 | im ganzen | 0,4491 g N, Kot wihrend 
1,009 0.026 | = 14,854 g der ganzen Periode 
1,114 120 > 1,293 |’. | + 0,887 
0,026 — N-Retenti spirlich und meist 
1226 PE isin -Retention spirlich und meis 
’ _ 190 » 1,713 | 0,026 | — 0,440 | . 
0,9685 435, , 0,9295| 0,026 | +-0,070 | 1m ganzen geformt. 
1,030 pono Be ; 
1,030 110 » 0,912 (0026 | +4019 | 39678 N 
to = +0,21 
0817 10 |» — 0,846 0.026 | +0,006 | 1°?! 8 
0,928 409 . 1,001 | 0,026 | —0,044 | pro die 
0,672 400 » | 0,8195/ 0,026 — 0,133 
1,086 95 . 0,8175| 0,026 | +-0,308 
4 a ed a 
| . | - 
9 180 i lo,6795) 0005 0,549 | Verlust |  Nachperiode Ill. 
0 | mg der Kérpers 
~p | V,VLO ror 
Q 160 > 0,656 | y'o45 | — 0,585 | “ 7 Stuhl sehr sparlich, 
>» in Nach- 
0 460 » 10,4725 0,015 | —0,435 ode Ip | {4st kein Durchfall mehr. 
0 0.015 periode 
9 66” > {0,831 |... | —0,742 |=—2,3811gN 
0,015 — 0370eN 
| a a Abbruch des Versuchs, 
—- _ — | — - pro die | Hund vollkommen lebhaft 
und gesund. 
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Aber auch so bilden diese Versuche eine wichtige Bestiatigung 
unserer Angaben iiber die eiweifisparende Wirkung verfiitterter 
Ammoniaksalze. Bei der Deutung dieser Befunde neigt Abder- 
halden mehr der ersten, oben (vgl. S. 476) von mir skizzierten 
Ansicht zu: die Zelle zerfallt in ihre Bausteine, um sich 
wieder daraus aufzubauen. Im chemischen Sinne wire das 
gleichbedeutend mit dem Ausbleiben einer Protoplasmazersetzung 
iiberhaupt. Mir scheint diese Annahme wegen des Wider- 
spruchs gegen die bisher noch nicht widerlegten Anschauungen 
von der Abnutzung des Protoplasmas zunachst nicht sehr wahr- 
scheinlich zu sein. 

Es wird noch sehr vieler Untersuchungen bediirfen, bis 
der Mechanismus der Eiweifersparnis durch Ammoniaksalze voll- 
stiindig geklart ist. Da wir hier erst am Anfange unserer Kennt- 
nisse auf einem ganz neuen Gebiete des intermediiren Stoff- 
wechsels und der synthetischen Leistungsfahigkeit des tierischen 
Organismus stehen, haben zunachst natiirlich alle Deutungs- 
versuche nur sehr untergeordnete Bedeutung und kénnen nur 
als Arbeitshypothesen dienlich sein. 
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